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RESUMO

A virologia animal empenha-se constantemente pa busca e desenvolvimento de novas
vacinas para garantir a qualidade sanitdria e prevenir perda econdmica de plantéis avidrios.
Entre as doengas respiratorias que afetam as galinhas, encontra-se a Sindrome da Cabega
Inchada (SCI), que esta associada ao pneumovirus avidrio (PVA). No presente trabalho foi
estudado o efeito da alta press3o hidrostatica (HHP) sobre o PVA observando o padrio de
reducio na infectividade e manutencdo da imunogenicidade da particula viral, visando
avaliar o potencial deste método para preparagdes virais inativadas. Foi utilizada uma
estirpe de PVA isolada no Brasil, parcialmente purificada. A primeira etapa do trabalho
teve por objetivo conhecer a cinética de inativagio do PVA pela alta pressio através da
exposicdo da suspensfo viral a faixa de 50 a 300 MPA (Mega Pascal), seguida pela
exposicdo por diferentes tempos a uma pressdo fixa de trabalho. A queda de infectividade
foi determinada utilizando-se cultivo em células da linhagem CER (Chicken Embryo
Related). Os resultados indicaram que a exposi¢do do PVA por 60 minutos a uma faixa de
pressdo de 50 a 300 MPa (Mega Pascal) conduziu a redugfo de 0,3 a 4 log
(respectivamente) da infectividade da suspensdio viral com concentrag3o inicial de 1 x 10%°
DICTS0/ml. A exposi¢do por mais de 100 minutos a 250 MPa resultou em queda > 5,5 log
no titulo viral inicial, tendo sido observado que hd aumento na inativagio da particula em
fun¢do do tempo de exposicio a pressfio. Na segunda etapa do trabalho, foi determinado o
padrio de resposta imune produzido em galinhas SPF (“specific pathogen free”) de 21 dias
de idade inoculadas com uma amostra de PVA pressurizada por 120 minutos a 250 MPa. O
padrdo de resposta imune obtido foi comparado ao de galinhas inoculadas com suspensio
de PVA inativada com betapropiolactona e com galinhas inoculadas com amostra virulenta
de PVA (nd3o inativada). Os titulos de anticorpos soroneutralizantes obtidos nos grupos
estudados indicaram que a press3o nfo altera a imunogenicidade do PVA uma vez que a
particula inativada pela pressdo € capaz de produzir o mesmo padréio de resposta imune que
a particula quimicamente inativada e a particula nativa (IC 95%). Na terceira etapa, foram
utilizadas galinhas de 51 dias de idade mantidas por cinco meses em um criadouro,
simulando condi¢Bes de campo. Apés imunizago com amostra inativada pela pressfio as
aves foram desafiadas com estirpe de PVA selvagem. A resposta imune das aves foi
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acompanhada pelos testes de ELISA e de soroneutralizacdo até a fase de postura. O padrio
de soroconversdo observado indicou que a alta pressfio foi capaz de inativar as particulas de
PVA sem contudo ter alterado suas estruturas imunolégicas e¢ funcionais de modo a
produzir uma resposta imune em galinhas igual (IC 95%) & desenvolvida em as aves
inoculadas com amostras virais nfio pressurizadas. Os resultados obtidos foram
comparaveis aos relatados para vacinas atenuadas e inativadas, sugerindo fortemente que a
HHP pode ser uma alternativa para produgio de vacinas virais inativadas para o PVA.



1 INTRODUCAO

A compreensdo das interagdes “proteina-proteina” e “proteina-acido nucléico” é de
extremo interesse para a virologia, uma vez que estes fendmenos também estio diretamente
envolvidos na replicagio ¢ montagem de particulas virais. A aplicagdo de faixas moderadas
de pressdo hidrostética (até 300 MPa) nfio produz efeito significativo sobre a estrutura de
acidos nucléicos ou proteinas de cadeia simples. Desde os anos 50, havia relatos do
fendbmeno da dissociagdo de proteinas oligoméricas e de capsideos virais quando expostos &
pressfio. Nesta época um grupo de pesquisa do Instituto Pasteur de Paris liderado por Dr.
Basset chegou a propor o preparo de uma vacina anti-poliomielite a partir do virus
inativado por HHP. O projeto foi abandonado por razdes econOmicas assim que a vacina
Sabin foi langada (MASSON, 2001).

Recentemente, tem despertado um grande interesse o conhecimento do efeito da HHP
sobre diversos virus. Tem sido relatada a inativagdo completa, apés aplicagdo de ciclos de
pressurizacdo e despressurizacdo, para alguns virus como o virus da imunodeficiéncia
humana e o citomegalovirus humano (NAKAGAMI et al., 2000), virus do herpes simples
humano (NAKAGAMI et al, (1992), e para o virus da imunodeficiéncia simia
(JURKIEWICKZ et al., 1995). Para outros virus, como o rotavirus bovino (PONTES da
SILVA, 1999), o virus da estomatite vesicular (SILVA et al, 1992), e o virus da doenga
infecciosa da bursa em aves (TIAN et al., 2000) tem sido experimentalmente demonstrado
que além da perda da infectividade a particula preserva a imunogenicidade.

A sensibilidade das particulas virais a alta pressio hidrostitica, conforme
demonstrado nos trabathos citados, tem motivado o uso dessa metodologia para produgdo
de vacinas inativadas, embora até o momento ndo tenha sido relatada a produgfio de vacina
utilizando este procedimento. Entretanto, os dados encontrados na crescente literatura sobre
o assunto tém demonstrado que a alternativa € vélida, principalmente por ser um método
eficaz e seguro (JURKIEWICZ et al., 1995; PONTES da SILVA 1999; OLIVEIRA et al.,
1997).



Por ser um método fisico, a HHP tem algumas vantagens sobre os demais tradicionais
métodos de preparagdo de vacinas, ou seja, a nio imtroducio de um agente quimico
exbgeno em contato com o operador ou com o animal, ou a manutencdio da particula
integra, além de ser um método simples e mais pratico do que passagens consecutivas em

células, ¢, hoje em dia, mais barato do que a produgio de vacinas de peptideos sintéticos.

Neste trabalho foi utilizado o pneumovirus aviario (PVA), agente causal associado a
sindrome da cabega inchada de galinhas (SCI), como modelo para se estudar o efeito da
HHP sob a infectividade e manuteng3o da imunogenicidade da particula viral.

As perdas econdmicas em frangos de corte provocadas pela SCI, da ordem de 1 a 3%
em condicdes favordveis e 20 a 30% quando ocorrem complicacBes respiratérias ou
infecgdes secundarias, por si s6 justificam a realizacdo desse estudo.

A pesquisa de novas vacinas para 0 PVA tem se intensificado nos ultimos anos
principalmente devido ao isolamento e identificagdo de novos sorotipos, o que torna
presente a necessidade de alternativas répidas para o controle e profilaxia da doenga que é
responsavel por perdas econdmicas significativas para a inddstria avicola, um setor de
grande importéncia para a economia mundial (GOUCH, 2000; EASTON, 1997).

10



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Pneumovirus Avidrio

O Pneumovirus Avidrio (PVA) ou virus da rinotraqueite dos perus (TRTV) pertence a
familia Paramyxoviridae. Por n3o possuir as proteinas nio estruturais NS1 e NS2, e sim
M2 com caracteristicas estruturais semethantes a outros pneumovirus, foi proposto que o
PVA passe a constituir o virus padrio de um novo género, denominado Metapneumovirus
(SEAL et al,, 2000).

O PVA ¢ responsavel por infecgGes agudas no trato respiratdrio superior de perus e,
em galinhas, estd associado com problemas respiratérios € com a sindrome da cabega
inchada (SCI) (NAYLOR & JONES, 1993).

O PVA € um virus de RNA de fita simples de sentido negativo, de aproximadamente
15 kb de comprimento. Os virions sdo pleomérficos, embora predomine a forma esférica,
com tamanho variando entre 70 a 600 nm de didmetro, conforme evidenciado em estudos
da morfologia desta particula através da técnica de microscopia eletrdnica de transmissio
por contraste negativo (WYETH et al., 1987; GIRAUD et al, 1986;GOUCH & COLLINS,
1989).

Na Figura 1 pode-se observar uma ilustracdio do PVA evidenciando algumas das
estruturas principais da particula, como o envoltério lipoprotéico de onde emergem
projegdes medindo em torno de 13 a 15 nm de comprimento (WIETH et al, 1987;
COLLINS et al.,, 1993; EASTON 1997). O genoma do PVA é composto por 10 genes que
expressam duas proteinas nio estruturais (NS1 e NS2), uma nucleoproteina (N), uma
fosfoprotefna (P), duas proteinas de matriz (M e M2), uma pequena proteina hidrof6bica
(SH), uma glicoprotena de adesdo (G), uma proteina de fusdo (F), e uma RNA polimerase
dependente do RNA viral (L) (SEAL, 1998; SEAL et al., 2000).
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Fusion <$t———w

« Lipid
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Figura 1. Ilustragdo do Pneumovirus aviario indicando as glicoproteinas de fuséo (fusion) e
adesdo (attachment) ancoradas na membrana lipidica (lipid membrane), bem como o
complexo de RNA polimerase (RNP complex) e a proteina da matriz (matrix). (Fonte: Easton,
1997)

A proteina G dos pneumovirus ¢ responsavel pela adesdo celular e € o maior
determinante antigénico do virus. Com base nos nucleotideos e seqiiéncias de aminoéacidos
do gene que codifica para protefna G, e, através de ensaios de neutralizagfio cruzada com
anticorpos mono e policlonais, dois subgrupos de PVA denominados A e B foram
identificados (JUHAZ & EASTON, 1994; SENNE et al., 1997; PEDERSEN et al., 2001).

Ao subgrupo A pertencem os virus descritos ¢ isolados no Reino Unido, Franga e
Africa do Sul antes de 1993, enquanto que ao subgrupo B pertencem os virus do continente

europeu — atualmente encontrados no Reino Unido, Espanha, Hungria e Itélia (NAYLOR et
12



al,, 1997; SEAL, 1998; SEAL et al., 2000). No Brasil, os resultados obtidos por DANI et
al., (1999) através do sequenciamento do gene que codifica a proteina G dos isolados SHS
119-BR ¢ SHS-121-BR indicaram que essas estirpes brasileiras pertencem ao subgrupo A.

A comparag3o preliminar das seqiiéncias de genes que codificam para as proteinas (F)
e (M) indicou que o virus isolado nos EUA era diferente do tipo circulante na Europa
(SENNE et al., 1997, COOK et al, 1999; SEAL et al,, 2000). Os resultados recentemente
obtidos em estudos de caracterizagdo do PVA dos EUA sugerem que tenha emergido nesta
regifio um terceiro subtipo de PVA — o tipo C (DAR et al, 2001; SEAL, 1998, SEAL et al,,
2000; PEDERSEN et al., 2001).

A proteina F € a mediadora da fusfio entre a membrana do virus € a membrana da
célula hospedeira. Esta proteina sofre clivagem em duas subunidades ( F1 e F2) em uma
regifio rica em Arg-Lys denominada peptideo de conexfo. Proteases celulares sdo
necessarias para que ocorra a clivagem das proteinas de fusiio dos paramixovirus. Ha
diferenga entre os isolados de PVA dos EUA e Europa quanto a presenca de Arg ou Ala no
sitio de clivagem, 0 que aparentemente afeta sua viruléncia (SEAL et al., 2000).

O teste de soroneutralizagio ¢ uma das técnicas que tem sido utilizadas para
identificar o PVA e outros virus, para determinar a relagdio antigénica de diferentes isolados
virais e para a identificar e quantificar anticorpos neutralizantes. Os ensaios de
neutralizagdo sfo realizados em substratos vivos (ovos embrionados, cultura de células) e
sdo baseados no principio segundo o qual o anticorpo liga-se em um virus especifico com
neutralizagio resultante da infectividade ou ag#io viral sobre um determinado substrato.
Como método de diagnéstico, monitoragdo € pesquisa em patologia avidria, esse método
tem sido bastante utilizado pela sua sensibilidade e especificidade. Essa técnica € capaz de
detectar anticorpos IgG e IgM (MONTEIRO, 2001).

O teste de ELISA (ensaio imunoenzimético) também tem sido bastante empregado na
determinagio do perfil sorolégico e monitoragdo epidemiolégica de aves. Diversos “kits”
comerciais foram desenvolvidos para 0 PVA utilizando antigenos isolados no Reino Unido
e na Franca (BAXTER-JONES et al., 1986; CHETTLE et al.,, 1990; GRANT et al., 1997).
O ELISA tem sido bastante recomendado no diagnéstico e monitoragio viral por fornecer
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resultados confidveis e comparédveis aos de outros testes soroldgicos, além de sua facil
execugdo, rapidez e custo, 0 que permite o exame de um grande nimero de amostras
(MONTEIRO, 2001).

2.2 A Sindrome da Cabeca Inchada de galinhas (SCI)

Em 1978 foi realizado na Africa do Sul o primeiro isolamento do PVA, que foi entdo
associado, como agente causal de uma doenga respiratéria atipica de perus (BUYS & Du
PREEZ, 1980; MORLEY & THOMSON, 1984).

Os primeiros relatos da sindrome da cabega inchada observando sintomatologia em
frangos de corte foram feitos por MORLEY & THOMPSON (1984) na Africa do Sul, e por
DIAZ de ESPADA & PERONA (1984) na Espanha. Neste quadro as aves apresentavam
inchago na face mais visivel ao redor dos olhos, de onde derivou o nome da doenga. Os
mesmos sintomas foram relatados em galinhas na Franca; em matrizes na Inglaterra, em
Israel, em Marrocos, no Canadéd e no México; em matrizes e frangos de corte na Alemanha,
no Brasil, na Inglaterra, em Marrocos, na Noruega, na Taildndia; em frangos, matrizes e
poedeiras na China, no Japdo e na Noruega, ¢ em frangos de corte no Chile (CHETTLE,
1991;WILLIAMS et al.,, 1991; ARNS & HAFEZ,1992; LU et al, 1994; TANAKA et al,,
1995; OTSUKI et al., 1996).

Acredita-se que o0 PVA tenha sido encontrado originalmente em galinhas de Angola
nativas da Africa do Sul e se adaptado em perus e galinhas, ¢ em seguida tenha se
disseminado através dos continentes. Esses virus j& foram isolados e detectados
sorologicamente na Europa (O’BRIEN, 1985; PATTISON et al, 1989; HAFEZ &
LOHREN, 1990) na Asia (URAMOTO et al., 1990; LU et al., 1994), na América do Norte
(DROUAL et al 1990) ¢ América do Sul (ARNS & HAFEZ,1992).

No Brasil, a presenga da SCI foi relatada por ARNS & HAFEZ, (1992), PARREIRA
(1994), SILVA et al, (1994) e COSWIG (1998) em diferentes regifes do pais em matrizes,

poedeiras e frango de corte.
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A infecgdo paralela com outras bactérias tem sido considerada uma caracteristica da
ave com SCI.. Alguns autores relatam que a Escherichia coli tem um papel especial quando
ocorre como agente secundario (SILVA et al,, 1994; PARREIRA, et al., 1998), porém ja
foram citados outros agentes como Bordetella avium, Mycoplasma gallisepticum
(NAYLOR & JONES, 1994) ¢ Mycoplasma imitans (GANAPATHY et al,, 1998). Ha
indicacdes de que a replicagdo dos virus nessas condigdes aumenta a incidéncia de lesdes
mais graves e também aumenta o namero de bactérias isoladas (VAN de ZANDE et al.,
2001).

Néo estdo muito esclarecidos os fatores envolvidos no desenvolvimento de ambiente
favordvel para a colonizag®o bacteriana apés a infeccio com PVA. A colonizagdo
bacteriana € provavelmente estimulada pelas alteragSes histopatoldgicas que sdo
observadas nos primeiros dias apos a infecgfio viral (MAJO et al., 1995; VAN de ZANDE
et al., 2001). Estas alteragdes, que sdo caracterizadas pela perda da integridade das células
do epitélio respiratdrio (p.ex.: esfoliagdo do epitélio e perda de cilios), cessam de 10 a 14
dias ap6s a infec¢do. As alteragles degenerativas e regenerativas durante a replicagdo do
PVA, aliada a resposta imunolégica podem ser responsaveis pela inducdo de receptores de
superficie para a E. coli, permitindo a colonizagdo do ambiente pela bactéria (VAN de
ZANDE et al., 2001).

Os sinais clinicos iniciais da SCI incluem a descarga de um exudato aquoso seguido
de um exudato seroso pela narina, tosse , espirro, respira¢do pela boca e inchago do espago
intraorbital. Em uma primeira fase, a SCI € uma doenga leve nfo necessariamente do trato
respiratério, com alta morbidade repentina. Ao atingir uma segunda fase, a ave doente
apresenta sinais clinicos mais severos podendo ocorrer 90% de mortalidade.
Antibioticoterapia ajuda a controlar esta segunda fase (EASTON, 1997; PEDERSEN et al.,
2001). A gravidade dos sintomas, a duragio da doenga, e a mortalidade s3o extremamente
varigveis. Estes fatores sdo influenciados pelo tipo de infecgdo bacteriana associada e por
varidveis ambientais como precérias condi¢des de manejo ¢ higiene, ventilagdo inadequada,
alta densidade de aves, alto nivel de amdnia ¢ flutuac3o de temperatura na area (HAFEZ,
1990; GOUCH, 2000; EASTON, 1997).
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Os programas de vacinagdo té€m sido rotina nos paises onde ha a presen¢a do PVA
relacionado com doenga respiratéria em perus e galinhas. Esta pratica de vacinacio de aves
comerciais tem methorado significativamente a situagBio de perdas econbmicas por
minimizar a doenga clinica, mortalidade e perdas por queda na postura (JONES, 1996).

Na prevencdo da SCI s3o empregadas vacinas de virus atenuados ou vacinas de virus
quimicamente inativados. Vacinas de virus atenuados dos subtipos A e B tem sido
aplicadas em perus, isoladamente ou combinada com outras vacinas, Os procedimentos
compreendem vacinagdo das aves com um dia de idade seguida de dois reforgos: aos 7-10
dias e entre 4 a 6 semanas. Essa estratégia produz imumidade celular, mas reag¢des adversas
ocorrem devido a infec¢des secunddrias. Em matrizes, vacinas de virus inativados tém sido
empregadas entre 16 a 20 semanas e durante a postura. A vacinagio de galinhas varia
dependendo da situagg@io de cada granja (COOK et al., 1989; GOUGH, 2000).

Atuamente nos Estados Unidos est4 sendo avaliada a possibilidade de uso de vacinas
de peptideos sintéticos do gene F, baseado nos sistemas de Baculovirus, ou outros vetores
como o virus da doen¢a de Newecastle ou virus do herpes de perus. Essa abordagem teria a
vantagem de nfio utilizar PVA atenuado, mas o impacto ambiental deste procedimento deve
ainda ser avaliado. Outras abordagens tém se dirigido 4 methoria das vacinas atenuadas sem
perda da imunogenicidade e aumento do titulo viral em cultivo celular (GOUGH, 2000).

2.3 A Alta Pressdo Hidrostdtica (HHP)

A perturbagdo causada pela alta press3o hidrostética nfio altera o contetido energético
do sistema, deslocando o equilibrio entre as formas nativas e estruturalmente alteradas de
uma proteina na direcdo desta Gitima. Em geral, na faixa de interesse biotecnolégico (700
MPa), a pressdo causa o rompimento de ligagdes nfio covalentes, principais responsaveis
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pela manutencdio da estrutura nativa de uma proteina. Em fungdo desta agfio sobre
estruturas estabilizadas por ligagbes nfo covalentes, a pressdo age sobre membranas e
montagens macromoleculares. As interagSes hidrofobicas sfio as ligagBes mais fracas
envolvidas na estabilidade de proteinas, de micelas e lipideos que sdo alterados de modo
diferente pela pressfio. Liga¢des idnicas sfio rompidas pela presso e a ionizagio de sais,
4cidos e bases € a guto-ionizagdo da 4gua sofrem aumento sob pressdo. Acidos nucléicos e
aglcares sd0 resistentes 4 pressdo porque sua estrutura secundéria é principalmente
estabilizada por pontes de hidrogénio que nf#io sfio afetadas drasticamente pela pressdo
(WEBER, 1986, 1992; SILVA& WEBER, 1993; SUAREZ, 1995).

A utilizagdo da press3o hidrostatica em sistemas biolégicos, sejam eles oligoméricos
ou estruturas virais formadas por capsideo protéico, permite a compreensio de uma
variedade de processos fisicos € quimicos, que norteiam a interagdo proteina-proteina,
durante o fendmeno de dissociag8o e re-associagdo (PONTES, 1991).

Quando expostas a pressdo, proteinas oligoméricas e alguns virus sofrem a
dissociagio de subunidades protéicas, que pode ser seguida de re-associacdo parcial ou
completa quando em descompressfio. A essa nova reorganizagdo, nova conformagdo apds
pressurizagdo destinou-se o termo “deriva conformacional”. As diferengas observadas na
reversibilidade da dissociagfo e na re-obtengfo das propriedades nativas sio determinadas
pelo nimero de subunidades e pela complexidade das interagdes nos agregados protéicos
originais. O fato de que estas subunidades estejam passando por modificagles estruturais
durante deriva conformacional quando nfo estdo em contato umas com as outras, pode ser
uma explicacio para estas observagées (WEBER, 1986,1993). O aparecimento de
particulas defectivas depois de pressurizagdo pode ser considerado um fenémeno analogo
ao que ocorre com oligdbmeros que sofreram deriva conformacional. Porém, particulas
virais apresentam complexidades adicionais que nfo estfio presentes em protefnas
oligoméricas, entre elas, interagbes do capsideo com 4acido nucléico e interagdes do
capsideo com lipideos associados & membrana em virus que apresentam envoltério
lipoprotéico e, como resuiltado, espera-se irreversibilidade completa dos efeitos da alta
pressdo em virus com envoltério (SILVA et al., 1992).
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2.3.1 Efeito da alta pressfio hidrostética na inativacio de particulas virais

As primeiras tentativas de estimar a sensibilidade de particulas virais a pressio foram
relatadas em 1929 no trabalho de GIDDINGS et al., (1929, apud FDA CFSAN, 2000).
Neste estudo foi observado que pressdo da ordem de 920 MPa foi necessaria para gerar
inativagdo de suspensdes do virus do mosaico do tabaco (TMV).

Os relatos encontrados na literatura mostram que diferentes virus apresentam graus
diferentes de resisténcia a pressdo, sendo que para a maioria dos virus estudados o grau de
dissociagdo e inativagio da particula viral depende do tempo de incubagio & pressdo
(GASPAR, 2000).

SILVA & WEBER (1988) relataram que para o virus do mosaico do capim marrom,
(BMYV) foi observada maior taxa de dissociagiio da particula com o aumento da press3o.
Apbs exposicdo da suspensﬁo’ viral a 220MPa, ndo foi observada reassocia¢fio total das
particulas. Estudos de microscopia eletrOnica evidenciaram a presenga de um material
gelatinoso provavelmente proveniente da alteragio do agregado das subunidades pela
pressdo.

BRAUCH et al, (1990) relataram que alguns bacteri6fagos de DNA foram
significativamente inativados pela exposicio a pressiio entre 300 a 400 MPa combinada
com temperatura (40°C). O fago lambda apresentou grande sensibilidade, sofrendo reducio
na infectividade >8 log' ap6s 120 minutos de exposicdo a 300 MPsa, enquanto que os fagos
T4 e o ¢$X demonstraram estabilidade a press3o, indicando uma certa resisténcia a este
agente evidenciada pela presenga de particulas ainda infectivas ap6s 24 h de exposicio a
300 MPa, a temperatura ambiente. O virus Sindbis (SINV- Alphavirus, familia
Togaviridae), também apresentou alta resisténcia 4 pressfo, ndo tendo sido totalmente

! log = o termo ser4 utilizado neste trabalho referente a um ciclo logaritmo, ou seja uma poténcia de 10
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inativado apés exposi¢do a alta pressdo na faixa de 300 a 700 MPa (BUTS et al., 1992 apud
FDA CFSAN 2000).

O virus da estomatite vesicular (VSV) é um virus animal, com envoltério
lipoprotéico, que apresentou alta resisténcia quando exposto & pressdo isoladamente. A
incubagéo por 12 horas, a 250 MPa foi necessaria para reduzir a infectividade do virus em 5
log. Estudos de microscopia eletronica revelaram que o envoltério viral sofreu alteragdes
apresentando algumas proje¢Ses na superficie, mas se manteve parcialmente integro
(SILVA et al., 1992).

DaPOIAN et al, (1993) demonstraram que o bacteriéfago R17 se mostrou altamente
resistente & pressfio sofrendo apenas 10% de dissociagdio da particula inteira quando
pressurizado por 8 horas a 250 MPa. Quando combinado com uréia em concentragdes de 1
a 5 M a press3o promoveu dissociagdo completa, porém reversivel do virus.

BONAFE et al, (1998) pressurizando a 250 MPa suspensdes de TMV somente
observaram dissociagdo e desnaturagdo da particula quando combinaram o efeito da pressdo
a uréia em concentragdo de 2,5 M. Particulas virais apresentam alto grau de diversidade
estrutural e isto deve representar um alto grau de variago na resisténcia i alta pressdo
hidrostatica.

JURKIEWICZ et al, (1995) estudaram a possibilidade de se utilizar amostras do
virus da imunodeficiéncia simia SIV (retrovirus contendo envoltério) inativadas com HHP
como alternativa na produgSio de vacinas. Observaram que foi necessaria 1 hora de
exposicdo a 250 MPa, 3 horas a 200 MPa e mais que 8 horas a 150 MPa para reduzir em no
minimo 5 log a populago infectiva inicial das suspensdes virais.

A infectividade do virus do herpes simples humano do tipo 1 (HSV-1) e do
citomegalovirus humano (HCMV) foi drasticamente inibida pela pressdo, conforme relatam
NAKAGAMI et al, (1992). As suspensdes virais foram expostas por 10 minutos a
pressdes entre 0,1 a 600 MPa. Os titulos iniciais das suspensdes virais eram diferentes, mas
as amostras foram totalmente inativadas quando expostas a pressdes maiores que 300 MPa,
sendo que o maior padrio de inativacdo foi observado a 400 MPa, atingindo >7 log de

reducdo na infectividade do HSV e 4 log no HCMV.
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PONTES et al.,, (1997) e PONTES da SILVA, (1999) relataram que enquanto a
exposi¢do do rotavirus sfmio (virus sem envoltério lipoprotéio) a 150 MPa nio inativou a
particula, a incubagiio das amostras a 250 MPa por 20 e por 60 minutos reduziu a
infectividade viral em 4 e 6 log respectivamente. Para o rotavirus bovino a exposigfo a 250
MPa por 30 e por 60 minutos conduziu a inativagdo da suspens3o viral em 4 ¢ 5 log da
populagdo infectiva inicial respectivamente.

OLIVEIRA et al., (1997) estudando membros da familia Picornaviridae relataram
que para o virus da febre aftosa (FMDYV) a exposi¢do & pressdo de 250 MPa por 60 minutos
acarretou em reducio da infectividade da amostra viral em 4 log. As particulas de
poliovirus € rinovirus ndo sofreram alteragdo na infectividade quando expostas a 240 MPa,
tendo sido necessirio abaixamento da temperatura até —15°C e aplicagdo de uréia em
concentragdes sub-desnaturantes (1,0 a 2,0 M) para se observar dissociagdo dos virus.

Os virus Mayaro e Sindbis (4lphavirus, familia Togaviridae) foram estudados por
GASPAR, (2000). Foi observado que a pressurizagio das amostras 4 250MPa por 8 horas
promoveu queda na infectividade em 7 log e S log para as duas amostras respectivamente
quando em concentragdo inmicial 10° PFU/mL. A nio inativagio total dos virus foi
observada tanto para amostras purificadas quanto para parcialmente purificadas, indicando
que o meio de suspensdo da particula nfo interferiu na cinética de inativagdo.

TIAN et al., (2000) estudaram o efeito da HHP em amostras do IBDV ¢ observaram
que a particula viral apresenta alta sensibilidade & pressdo, sendo a inativagdo da ordem de
>5 log obtida em suspensdes virais apds exposi¢do na faixa de 60 a 140MPa.

2.3.2 Efeito da alta pressfio hidrostatica sobre a imunogenicidade de particulas virais

A idéia se de utilizar a pressdo hidrostéatica para inativagdo viral surgiu da observagéo
de efeitos comparéveis sobre proteinas de diversas subunidades e consegiientemente da
possibilidade da preservagdo das propriedades imunogénicas das particulas (SILVA &

WEBER., 1988, SILVA et al., 1992). Em muitos casos a imunizagdo efetiva contra virus
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requer fornecimento da particula inteira ao sistema imune (NORRBY, 1987 apud SILVA
1992). Esta exigéncia acoplada a necessidade da eliminacio da infectividade limita
enormemente as possibilidades de preparago de vacinas apropriadas (SILVA et al., 1992).

Os efeitos biologicamente importantes da pressdo hidrostitica até 300 MPa ja
observados incluem a dissociagdo de proteinas oligoméricas com perda parcial da afinidade
das unidades (SILVA & WEBER, 1993), a dissociagfio reversivel de virus icosaédricos
(SILVA & WEBER, 1988) e decréscimo da fluidez de vesiculas com camadas duplas e de
membranas das células (CHONG & WEBER, 1983). Somente pressdes substancialmente
altas € que apresentam efeito de importancia sobre proteinas monoméricas (WEBER,
1992).

SILVA et al, (1992) observaram que preparagbes purificadas, bem como
parcialmente purificadas de VSV, quando pressurizadas a 250 MPa sofreram queda na
infectividade com manuteng&io do poder imunogénico. Quando observadas ao microscopio
eletrdnico, as preparagdes tratadas com pressdio apresentaram alteragSes na superficie das
membranas na forma de protuberdncias. A redugio na fluidez lipidica de membranas
biolégicas pressurizadas, provavelmente favoreceria tanto extrus3o a partir da membrana,
quanto mudangas na associagdo das protefnas integrantes da membrana. Porém, apesar
destas alteragdes, os sitios antigénicos das particulas foram mantidos intactos e funcionais
ap0s despressurizagdo. O mesmo padrdo de alteragio morfoldgica foi observado, através de
estudos de microscopia eletronica, para 0 FMDV (OLIVEIRA et al, 1997); para os
rotavirus bovino ¢ simio (PONTES, 1991 e PONTES da SILVA 1997); e para o IBDV
(TIAN et al, 2000). A manutengio da imunogenicidade do FMDV e IBDV também foi
observada pelos autores citados ap6s inoculag@io das amostras pressurizadas em coelhos e
detec¢do de anticorpos neutralizantes nos soros.

GASPAR (2000) observou através de estudos de microscopia eletrénica do virus
Mayaro, que ap0s exposicdo da suspensio viral por 8 horas a 250 MPa, foram visualizadas
alteragdes morfologicas no envoltério, mas as espiculas das glicoproteinas foram
observadas intactas. Tais alteragSes ndo alteraram a funcionalidade imunolégica da
particula viral, que, quando inoculadas em coelhos, gerou o mesmo padrio de resposta
imune que a particula nativa nfio pressurizada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da pressdo hidrostatica sobre o PVA, virus causador da Sindrome da
Cabega Inchada em galinhas, como metodologia alternativa para a produgio de suspensio
viral inativada.

3.2 Objetivos especificos

= Estudar in vitro o efeito dos pardmetros pressdo e tempo de incubagdo na redugdo da
infectividade do PVA. Através do estudo da cinética de inativacio sob pressio
padronizar uma suspensdo de PVA inativada por este agente fisico.

* Determinar in vifro a cinética de inativagdo do PVA por meio da betapropiolactona
para obtencdo de suspensfio padronizada inativada totalmente e parcialmente por
este agente quimico.

* Estudar in vitro o efeito inativante da betapropiolactona combinada com alta
press3o hidrostética sobre a infectividade do PVA.

* Estudar em condigdio de biotério, através de reagfio de soroeutralizagdo, a resposta
imune em galinhas de 21 dias de idade apés imunizagio com preparagdo de PVA
inativada por meio de alta pressdo hidrostatica, seguindo os parametros previamente
padronizados nos estudos realizados ir vitro. Avaliar o padrio de soroconversiio em
relagdo ao obtido em aves inoculadas com amostra de PVA virulenta.
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* Estudar em condigdo de biotério, através de reagfio de soroneutralizagdo, a resposta
imune de galinhas de 21 dias de idade ap6s imunizagiio com suspensdo de PVA
inativada com BPL .

* Estudar em condigfio de biotério, através de reagfo de soroneutralizacdo, a resposta
imune de galinhas de 21 dias de idade apés imunizagdo com suspensiio de PVA
inativada pela combinagfio de BPL ¢ exposicdio & alta pressiio hidrostatica.

= Avaliar em condigBes de campo e através dos testes de soroneutralizago e ELISA,
o padriio de resposta imune em galinhas de 51 dias de idade imunizadas com
amostra padronizada de PVA inativada por meio de alta pressdo hidrostitica e
desafiadas com amostra de PVA virulenta.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 M¢étodos gerais para células e virus

4.1.1 Amostras virais

A estirpe de PVA utilizada, SHS-119-BR, foi isolada no Brasil por ARNS & HAFEZ,
(1995) de galinhas matrizes com SCI, adaptada em cultura de anel de traquéia seguida de
18 passagens em células CER (chicken embryo related).

4.1.2 Células

Foi utilizada uma linhagem continua de célula CER, doada ao Laboratério de
Virologia do IB-UNICAMP pelo Prof. Dr. H. M. HAFEZ (Freie Universitat Berlin,
Alemanha). A célula CER ¢ resultado da mistura de célula priméria de embrido de galinha
com célula de rim de Hamster (SMITH et al., 1977).

As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm® (Coming®) com concentragio
inicial de 5 x 10° células/ml. em meio minimo essencial de Eagle (MMEE, Cultilab) com
10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma) por 48 horas a 37°C.

4.1.3 Producfo de antigeno

A amostra viral foi propagada em monocamadas de células CER jovens (24 horas),

apresentando crescimento uniforme. O meio de crescimento celular foi infectado com 100
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DICTsy/mL da amostra viral ¢ ap6s uma hora de adsorgdo a 37°C, o inéculo foi lavado e
adicionado MMEE com 1% de SFB. As garrafas inoculadas foram incubadas a 37°C até
observagdo efeito citopitico caracteristico. Os cultivos foram colhidos e titulados quando
apresentavam 80-90% de efeito citopético sobre a monocamada. Em geral, a formagdo de
sincicio celular ocorreu apos 3 a 4 dias de incubagfio. As amostras produzidas foram
estocadas 3 -70°C.

4.1.4 Titulacdio das amostras virais

As amostras virais foram tituladas em placas de poliestireno com 96 arificios
(Comning®). Cada cavidade foi preenchida com 50 uL de amostra viral apos diluigio serial
em base 10, em oito repeticdes € com 50 uL. de MMEE acrescido de 2% de SFB. Em
seguida foram adicionados 100 uL de células CER em concentragio de 5 x 10° células/mlL..
As placas foram incubadas em.estufa de atmosfera (imida de 5% de CO; a 37°C durante 5
dias até o aparecimento de efeito citopético tipico. O DICTsy/mL foi calculado pelo método
de REED & MUENCH (1938).

4.2 Efeito in vitro da alta pressio hidrostitica sobre o PVA

4.2.1 i to licac8o de pressdo hidrostatica

Foi empregado um sistema de alta pressfo que consiste de uma cimara aco (liga
especial) contendo trés janelas Opticas de quartzo. Um esquema de todo o sistema de

25



pressio hidrostatica foi ilustrado na Figura 2, e um esquema do interior da cAmara pode ser
visto na Figura 3.
A pressdo € gerada por um sistema de pistdo que injeta o etanol através de dutos

metalicos até a camara. O pistiio é operado manualmente ¢ a pressio é monitorada por um
mandmetro analégico acoplado ao sistema (PALADINI, A.A. & WEBER, G., 1981).

NPT s

LTI U

Figura 2. Esquema geral do sistema de pressdo hidrostatica utilizada no trabalho. Camara de
pressdo (a), conectada ao gerador de presséo (b), com o pistdo (c) que comprime a linha de
etanol (d). Reservatério de etanol (e), valvulas (f) e manémetro (g) (Fonte: SUAREZ, 1995).
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Figura 3. Esquema da cdmara de pressdo em corte lateral. Camara de pressdo (A), com a
cubeta (B) e seu suporte metilico (C). O sistema gerador de pressdo é conectado & cimara por
um anel metilico (D) pela parte superior. As janelas de quartzo (E) permitem o
acompanhamento da pressurizagio das amostras por medidas de fluorescéncia e
espectroscopia de absorgdio. Um tubo de polietileno (F) sela o material contido na interior da
cubeta e permite a equalizaco da pressio interna com a externa (Fonte: SUAREZ, 1995).

4.2.2 Efeito do aumento da presséo hidrostatica na reducfio da infectividade do PVA

Em cémara de fluxo laminar, 2 ml da amostra viral foi colocado em cubeta de
quartzo estéril. As cubetas foram fechadas com um tubo de polietileno estéril selado com
calor em uma das extremidades. Somente uma cubeta pode ser pressurizada por vez,
portanto, cada cubeta foi preparada no momento do uso e imediatamente instalada no
equipamento de alta pressdo para incubagfio pelo tempo e pressdo de estudo. As amostras
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de PVA, previamente tituladas, foram expostas as pressdes de 50, 100, 150, 200, 250, 280 e
300 MPa aplicadas pelo tempo fixo de 60 minutos. Apés exposicdo 3 alta pressdo, as
amostras foram trazidas a pressdo atmosférica e em seguida encaminhadas para titulag3o.
Uma amostra viral nfio exposta a pressdo foi utilizada como controle. O titulo da amostra
controle foi utilizado como nlmero inicial de particulas virais por amostra em
contraposicdo aos titulos das amostras pressurizadas. O ensaio foi realizado com uma
repetigéio e cada pressdo foi estudada em duplicata.

4.2.3 Efeito do tempo de exposicio a 250 MPa na redugio da infectividade do PVA

As amostras virais foram expostas & press3o fixa de 250 MPa por 8 diferentes tempos
de estudo: 20, 30, 60, 80, 90 100, 120 ¢ 150 minutos 4 temperatura ambiente. Para cada
tempo de estudo uma cubeta foi preparada no momento do ensaio. Apds exposicdo a
pressdo pelos tempos de estudo, a amostra viral foi trazida 3 pressdo atmosférica e titulada
para determinacdo do efeito inativante. Cada tempo foi estudado em duplicata. O ensaio foi
realizado com uma repeticéo.

Para confirmagdo de auséncia total de replicagio da suspensfio, as amostras que
apresentaram auséncia de titulo viral foram encaminhadas para cultivos sucessivos em
monocamadas de células CER (conforme metodologia descrita em 4.1.3). Foram
consideradas totalmente inativadas as amostras que apresentaram auséncia de efeito

citopatico apos 3 cultivos sucessivos.
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4.3 Efeito in vitro da Betapropiolactona (BPL) sobre o PVA

4.3.1 Efeito da concentracio de BPL na reducdo da infectividade do PVA

A solugdo concentrada de betapropiolactona (BPL, Sigma) foi mantida em
refrigeracdo protegida da luz até o momento do uso (LOMBARDINI, 1997). A partir de
uma solugfio concentrada de BPL foram preparadas suspensdes de PVA inativadas nas
concentragbes finais de 0,2%, 0,1%, 0,05%, 0,025% ¢ 0,02%. Apds adi¢do das diferentes
concentragdes de BPL para obtengdo da concentracdo final ideal de uso, o agente quimico
foi deixado agir sobre a amostra viral por 120 minutos sob agitagdo constante a 37°C.
Terminado este tempo a amostra foi colocada em geladeira por 24 horas para interrupgdo da
acdo da BPL. Apds exposicdo ao agente quimico foi determinado o titulo viral das
amostras. .

4.3.2 Efeito da BPL combinada com alta pressio hidrostdtica na reducio da infectividade
do PVA

Foi estudada a potencializa¢dio do efeito inativante da BPL sobre o PVA através da
exposicdo da amostra quimicamente inativada por dois diferentes tempos de estudo a 250
MPa. Uma amostra de PVA preparada em concentragdo final de BPL 0,025% foi colocada
em cubeta de quartzo, fechada e exposta a press3o de 250 MPa por 30 e 20 minutos.
Terminado o tempo de exposigéo de estudo, voltou-se a pressdo atmosférica e as amostras
foram tituladas. Uma amostra controie (BPL 0,025%) nfio exposta a pressdo foi também
titulada. O ensaio foi realizado com uma repeticio.
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4.4 Efeito da alta pressio hidrostitica na imunogenicidade do PVA. Estudos in vive

Em todos estudos in vivo foram utilizadas galinhas SPF Leghorn, brancas, origindrias
da Granja Resende (Uberlandia, MG).

4.4.1 Determinacio da resposta imune em aves inoculadas com amostras de PVA
inativadas com alta pressio hidrostatica

Galinhas SPF de 21 dias de idade foram inoculadas com suspensdo de PVA SHS119-
BR inativada por pressfio hidrostatica (padronizada nos ensaios in vitro com 120 minutos
de exposicdo a 250 MPa), com e sem adigio de adjuvante. O efeito da pressio na
imunogenicidade da particula: viral foi estudado observando-se o titulo de anticorpos
soroneutralizantes gerado nas aves apdés administragdo da amostra viral fisicamente
inativada. Foram utilizadas 40 galinhas SPF de duas semanas de idade, que foram divididas
em quatro grupos (cinco aves por gaiola). O periodo de aclimata¢io de uma semana foi
aguardado para todo o lote de aves antes do inicio dos experimentos. Para determinagdo do
titulo de anticorpos soroneutralizantes contra o PVA pré e pés-imune amostra de sangue foi
colhida de todas as aves em dois periodos: imediatamente antes do inicio do experimento e
30 dias ap6s o inicio do experimento respectivamente. A amostra de sangue foi colhida (3
mlL) da veia braquial da asa. Até o final do ensaio as aves foram diariamente examinadas e
acompanhadas para observagdo de qualquer anormalidade.

No Grupe 1, 10 aves foram inoculadas com a amostra de PVA, em suspensdo em
MMEE, mativada com pressio (120 minutos de exposi¢do a 250 Mpa). Foram utilizadas
duas vias de inoculag@o: 0,5 mlL foi administrado via subcutdnea (s.c.) no pescogo e 0,5 mL
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via intramuscular (im.) na coxa. Uma dose reforgo de igual volume e via de administracéio
foi aplicada 15 dias apés a primeira inoculag3o.

No Grupe 2, 10 aves foram inoculadas com a amostra de PVA inativada com pressio
(120 minutos de exposicdo a 250 MPa) diluida em adjuvante emulsio 6leo mineral (MOE).
O volume de 1,0 mL da suspensdo inativada foi dividido em 0,5 mL administrado via s.c.
no pescogo € 0,5 mL via im. na coxa. Uma dose reforgo de igual volume e via de
administragdo foi aplicada 15 apds a primeira inoculago.

No Grupo 3, 10 aves foram inoculadas com a amostra de PVA sem tratamento na
concentragio de 10%° DITCs¢/mL. A suspensfio viral em MMEE foi administrada por
gotejamento via nasal e intraocular (0,5 mL em cada via). Uma dose reforgo de igual
concentragédo, volume (1 mL) e rota de administragio foi aplicada 15 dias apds a primeira

dose.

No Grupo 4, 10 aves foram utilizadas como controle negativo, as quais nfo
receberam nenhum tipo de amostra viral, porém foram mantidas com o mesmo esquema de

alimentagéo e cuidados que as aves dos outros 3 grupos de tratamentos.

4.4.2 Teste de soroneutralizacio

Para determinac¢do do titulo de anticorpos soroneutralizantes nas aves foi utilizado o
Meétodo B. Concentragdes constantes de virus foram colocadas frente a diluigdes seriadas
dos soros a serem testados. O teste de soroneutralizagfio foi realizado segundo COLLINS et
al., (1993) com algumas modificagSes. Os soros foram inativados a 56°C por 30 minutos

em banho-maria. Em placas de poliestireno de 96 cavidades (Corning®) foram adicionados
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50 pl de MMEE contendo 5% de antibidticos (penicilina 5x 106 UI, estreptomicina 5 g e
fungizona 5 g). Em seguida foram acrescentados 50 pl das amostras de soro a serem
testadas, ¢ feita uma diluicdo seriada em base 2 a partir da primeira coluna da placa (da
esquerda para direita, de 1:2 até 1: 1024). Terminado o procedimento de dilui¢do dos soros,
foi colocado em cada orificio o volume de 50 pl da amostra viral contendo 100 DICT/mL.

A mistura soro-virus foi incubada durante 1 hora a 37°C. Apés este periodo foi adicionada
100 ul de célula CER (5x 10°/mL) a cada cavidade. As placas foram incubadas por 5 dias

em estufa de atmosfera timida de CO,, e foi observado o aparecimento de efeito citopatico.

Controles de soro — positivo e negativo para o PVA (produzidos e padronizados no
laboratdrio de Virologia Animal do DMI/IB UNICAMP) também foram preparados nos
mesmos padrdes que as amostras estudadas. Controle de célula foi feito em todas placas.

Os titulos soroneutralizantes (SN) de cada soro foram expressos neste trabalho como
o log, da reciproca da diluigdo mais alta resultante em 100% de neutralizacdo do efeito
citopatico do PVA (ETERRADOSSI et al., 1995; SANTOS & SILVA, 2000). Titulos
soroneutralizantes iguais ou menores que 1:4 foram considerados negativos (HAFEZ, 1990,
ETERRADOSSI et al., 1995).

Os titulos soroneutralizantes médios de cada grupo foram comparados para diferenga
estatistica pelo do teste de Student-Newman-Keuls, utilizando-se o recurso GLM do
software de andlise de dados Statistical Analysis System ( general linear model procedure
dentro do SAS).
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4.5 Efeito da betapropiolactona na imunogenicidade do PVA

4.5.1 Determinagio da resposta imune de aves SPF inoculadas com amostras de PVA

inativadas com BPL e de aves inoculadas com amostras de PVA inativadas com a
combinacdo de BPL e exposic8o & alta pressfio hidrostética

Neste ensaio, duas varidveis foram estudadas quanto ao efeito na manutencdio da
imunogenicidade do PVA: o padriio de resposta imune gerado em aves inoculadas com
amostra de PVA inativada pela exposi¢io a betapropiolactona 0,1%, e o efeito da
combinagdo da inativagdo viral por alta pressfio hidrostdtica com a exposicdo a BPL
0,025%.

Para simular as condi¢gdes de preparo, estocagem e administragdo das amostras virais
inativadas com este agente, ¢ comercialmente disponiveis para imunizagio de animais
contra outros virus, as amostras de PVA foram diluidas em adjuvante MOE. Foi utilizada a
suspensio padronizadas na fase de estudos in vitro que apresentou efeito inativante.

O mesmo desenho experimental do estudo descrito em 4.4.1. foi seguido neste ensaio.

Foram utilizadas 30 aves SPF de 15 dias, que foram dispostas em grupos de cinco em
gaiolas, e deixadas aclimatar por uma semana. As aves foram divididas em trés grupos de
10 aves cada um. Quando as aves atingiram 21 dias de idade foi dado inicio ao
experimento. Uma amostra de sangue (3 mL) obtida aravés da veia braquial da asa, foi
colhida de todas aves pertencentes aos 3 grupos de estudo antes da administragio das
amostras virais inativadas e 30 dias apés esta data. O soro das aves foi utilizado na
determinagdo do titulo de anticorpos soroneutralizantes pré e pds imune (conforme descrito
em 4.4.1). Os titulos soroneutralizantes médios de cada grupo também foram comparados
para diferenga estatistica pelo do teste de Student-Newman-Keuls (utilizando-se
procedimento GLM do SAS).
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No Grupo 1, as aves receberam 1,0 mL de amostra de PVA inativada com BPL
(0,1%) e diluida em MOE. Foram utilizadas duas vias de inoculagdo: 0,5 mlL foi
administrado via s.c. no pescog¢o ¢ 0,5 mL via im. na coxa. Uma dose refor¢o de igual
volume e via de administraggo foi aplicada 15 dias apés a primeira inoculaggo.

No Grupe 2, 10 aves foram inoculadas com suspensio de PVA inativada pela
exposi¢do combinada de BPL a 0,025% com 30 minutos de exposi¢do a 250 MPa. Desta
suspensfo inativada e diluida em MOE, 1,0 mL foi administrado em cada ave sendo 0,5 mL
via s.c no pescogo € 0,5 mL via im. na coxa. Uma dose reforgo de igual volume e via de
administracdo foi aplicada 15 dias ap6s a primeira inoculagfo.

No Grupo 3, grupo controle negativo, as aves nio foram inoculadas com nenhum
tipo de amostra viral.

As aves foram diariamente examinadas e acompanhadas para observagio de qualquer
anormalidade.

4.6 Efeito da alta pressdo hidrostitica na imunogenicidade do PVA. Estudo de campeo.
Desafio com amostra de PVA virulenta (SHS-119-BR)

Neste estudo foram utilizadas 60 galinhas SPF de cinco semanas de idade, mantidas
em gaiolas durante todo o experimento. As aves foram deixadas em aclimatagdo por uma
semana. Foram formados 3 grupos contendo 30 aves no primeiro e 15 aves no segundo € no
terceiro grupo
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As aves foram imunizadas com amostra de PVA inativada sob pressdo (120 minutos
a 250 MPa) e posteriormente desafiadas com amostra de PVA selvagem. O titulo de
anticorpos foi determinado pelos métodos de ELISA e soroneutralizagdo durante todo o
experimento (seis meses) para acompanhar o perfil de resposta imune nas aves e a
manutenc3o da soropositividade das mesmas até a fase de postura. Para simular condi¢Ses
de campo, as gaiolas foram acondicionadas em uma sala previamente limpa, desinfetada e
com iluminacdo e ventilagio natural. Uma coleta de sangue foi feita (3 mL pela veia
braquial da asa) em todas as aves quando estas estavam com 6, 8, 10, 12,14,17, 21 e 23
semanas de idade. Os soros foram utilizados para determinac3o dos titulos de anticorpos.
Os titulos de anticorpos médios de cada grupo também foram comparados para diferenca
estatistica pelo do teste de Student-Newman-Keuls (utilizando-se procedimento GLM do
SAS).

No Grupo 1, 30 aves foram inoculadas com 1,0 mL de suspensdo de PVA inativada
pela pressdo (padronizada nos experimentos in vitro120 minutos de exposi¢do a 250 MPa).
A amostra foi administrada 0,5 mL via s.c. no pesco¢o ¢ 0,5 mL im. na coxa das aves.
Uma dose refor¢o foi aplicada no mesmo esquema 15 dias apds a primeira inoculagdo. Ao
completar 10 semanas de idade (30 dias apés a primeira inoculagdo) as aves foram
submetidas a desafio com 1,0 mL de suspensio PVA selvagem (SHS 119-BR, 10 ®°
DICTso/mL) aplicada via gotejamento nasal e ocular.

No Grupe 2, 15 aves receberam somente o desafio com PVA selvagem na mesma
data, dose e via de administragdo que as aves do Grupo 1 quando completaram 10 semanas
de idade.

No Grupe 3, 15 aves foram utilizadas como controle negativo, n3o tendo recebido
nephum tipo de amostra viral durante todo o experimento.
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As aves do grupo controle negativo (grupo 3) foram mantidas em sala diferente dos
grupos 1 e 2 para evitar contato com o virus provavelmente carregado pelo operador
durante procedimentos de aplicagdo de imunbgeno, limpeza e alimentagdo das aves e
acompanhamento da satide dos animais. Todas as aves foram regularmente examinadas e
acompanhadas para observagéio de qualquer anormalidade.

4.6.1 Teste de ELISA

Foi utilizado um “kit” comercial de ELISA para galinhas, FLOCKSCREEN™ TRT,
Guildhay Ltd, Inglaterra. As amostras de soro foram previamente diluidas em concentragdo
de 1:500 em tampdo fosfato contendo proteina estabilizadora e azida sédica a 0,2%. Um
volume de 50 uL de amostra foi adicionado as placas de 96 orificios, juntamente com
controles negativo ¢ positivo em duplicata. As placas assim preparadas foram cobertas e
incubadas por 60 minutos a 37°C. Ap6s quatro lavagens com 300uL por cavidade a solugio
de lavagem (tampéo fosfato contendo azida sodica a 2%), foram adicionados 50 uL do
conjugado (IgG de asno anti-galinha conjugada & fosfatase alcalina) em cada cavidade.
Apds incubagdo por 60 minutos a 37°C e lavagem identica a anterior, foi adicionado o
volume de 50 pl/cavidade do substrato da enzima (tampio comtendo dietanolamina,
fenolftaleina monofosfato e co-fatores enziméticos). As placas assim preparadas foram
incubadas novamente por 30 minutos a 37°C sendo que em seguida foi inibida a reagdo
enzimatica pela adigio da solugéio de interrupgdo (“stop™) quando se evidenciou a coloragio
rosa clara. A leitura das placas foi feita em espectrofotdmetro a 550 mm (Microtitre plate
reader).

A leitura e classificagdo dos resultados foram feitas de acordo com instrugSes do
fabricante. Os resultados foram apresentados como log, do titulo de anticorpos
correspondente & leitura de densidade ética.
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S RESULTADOS

5.1 Producdo e titulacdio viral

Os titulos médios obtidos para os estoque de amostra viral da estirpe de PVA SHS-
119-BR foram da ordem de 105 a 10%® DICT/mL.

5.2  Efeito in vitro da alta pressdo hidrostdtica sobre as amostras de PVA

5.2.1 Efeito do aumento da alta pressiio hidrostética na reduciio da infectividade do PVA

Foi observado que com o aumento da pressio houve aumento na redugdo da
infectividade das amostras de PVA. Apés exposigéio por tempo fixo de 60 minutos, na faixa
de 0 a 150 MPa, houve reduggio <1,0 log no titulo viral da amostras, porém na faixa de 200
a 250 MPa houve queda franca de infectividade da ordem de 1,0 log a cada 50 MPa.
Observa-se na Figura 4 que de 250 a 300 MPa houve um padro mais suave de perda da
mfectividade do virus. A pressio de 250 MPa foi aquela escolhida para ser utilizada neste
trabalho.
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Figura 4. Efeito da pressdo hidrostatica sobre suspensGes de PVA. Decréscimo do titulo
viral com o aumento da pressfo. Suspensdes expostas por 60 minutos as pressdes de : 50,

100, 150, 200, 250, 280 e 300 MPa. Titulos virais médios para duas repeticdes dos ensaios.

5.2.2 Efeito do tempo de exposi¢lo a 250 MPa na reduc¢fio da infectividade do PVA

Os resultados obtidos mostraram a ocorréncia de replicagdo viral apds exposi¢cdo da

suspensdo de PVA (em concentragio inicial de 10%® DICT/mL) na faixa de 20 até 100
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minutos a 250 MPa. A partir de 120 minutos inclusive, houve inativagsio total da particula
de PVA, tendo sido este resultado confirmado com auséncia de replicagiio viral ap6s trés
cultivos sucessivos destas suspensdes em monocamadas de células CER.

Na Tabela 1 foram apresentados os titulos virais obtidos ap6s exposico das amostras
de PVA a 250 MPa por diferentes tempos.

Foi observado decréscimo médio de 2 log no titulo viral quando as amostras foram
expostas a 250 MPa por 30 minutos, sendo que houve queda na infectividade da ordem de
3,5 a 4 log apés 60 minutos de exposigdo, € > 5 log ap6s 100 minutos.

Tabela 1. Efeito do tempo de incubagdo a 250 MPa sobre 0 PVA.
Aumento do tempo de exposi¢do & pressdo e queda no titulo viral.

Tempe de incubagdo a 250Mpa Titulo viral

min. Jog DICTsy/mL
g 6,7 (0,15)
20 6,00 (0,12)
30 4,97 (0,18)
60 3,18 (0,08)
80 1,75 (0,11)
90 1,31 {0,08)

100 061(0,15)

120 srv*

150 STV

srv = sem replicaggo viral. Desvio padro entre parénteses.
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A Figura § ilustra graficamente os dados médios de reducio da infectividade do PVA
frente 4 pressurizagdo pelos intervalos de tempo estudados, sendo que pode-se observar
também a methor reta que se ajustou a estes dados (R?>0,8) obtida por regressdo linear. Se
o modelo linear descreve adequadamente a cinética de inativagio do PVA 2 pressdo,
através da extrapolagfio desta reta seria possivel saber o nivel de redugfio da infectividade
de uma determinada combinagdo de tempo de exposicio a 250 MPa.

A perda da infectividade apresentou dependéncia do tempo de incubagio & pressio. A
amostra de PVA inativada pela pressdo que seria utilizada nas etapas subseqiientes deste
projeto foi padronizada a partir dos resultados obtidos nesta etapa (amostra exposta por 120
minutos a 250 MPa).
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Figura 5. Efeito da alta pressio sobre o PVA. Redugdio da infectividade com o
aumento do tempo de exposi¢do a 250 MPa. Titulo viral médio de duas repeti¢des e
ilustragdo da linha reta que melhor se ajustou aos dados de cinética de inativagdo da
estirpe SHS-119-BR.



5.3 Efeito in vitro da Betapropiolactona na inativagdo do PVA

5.3.1 Efeito da concentracdo de BPL na reducdo da infectividade do PVA

Apbs exposigdo das amostras de PVA a BPL nas concentragdes de 0,1 ou 0,2% ndo
houve replicagio viral. Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram que o PVA ¢
sensivel 2 BPL sofrendo redugdo na infectividade 2 medida que é exposto a concentragdes
mais altas deste agente. Em concentragdes menores que 0,05% pode ser observado efeito
citopatico, indicando capacidade de replicagdo viral e conseqiente resisténcia 3 BPL nesta
concentragio.

A padronizagdo da amostra parcialmente inativada pela BPL para estudos de
combinacdio do efeito deste agente quimico com a pressio sobre 0 PVA foi feita com base
nos resultados obtidos nesta fase.

Tabela 2. Efeito da concentragdio de BPL sobre o PVA. Reducido da
infectividade com o aumento da concentragéio de BPL.

Diluiciio da BPL Titulo viral
% fog DICTs/mL

Sem exposigdo 2 BPL 6,8 (0,15)
0.2 Srv
0,1 Srv

0,05 1,5(0,15)

0,025 2,1(0,2)

0,025* 3,3(0,22)

0,02 3,6 (0,20)

‘60nﬁnutosdeexposi¢ioé37€,dmnisanm120nﬁnumsdcecposi¢50337°c
srv = sem replicaco viral. Desvio padrio entre paréntese.
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5.3.2 Efeito da BPL combinada com press3o na redugfio da infectividade do PVA

Os resultados apresentados na Tabela 3 revelam ocorréncia de potencializacio do
efeito inativante da BPL sobre o PVA ap6s combinagdo com aita pressfio hidrostitica. A
combinag3o da exposi¢dio a 250MPa por 20 ou 30 minutos da amostra viral parcialmente
inativada com BPL (0,025%) produziu redugdo >5 log na populagdo viral.

Tabela 3. Eferto da combinagio da BPL 0,025% e alta pressio
hidrostatica (250 MPa) na inativagdo do PVA (SHS-119-BR) .

Concentraciio de Tempo de exposiciio a Titule viral

BPL 250MPa (min) JogDICTsyng,
Amostra ndo exposta a 0 6,8 (0,2)
BPL ou pressdo
0,025% 0 3,3(0,2)
0,025% 30 sTv
0,025% 20 stV

srv = sem replicagio viral. Desvio padrio entre parénteses.

Na Figura 6 foram demonstrados: 1- o efeito isolado do aumento do tempo de
exposicio a pressfio na redugio da infectividade do PVA, 2- o efeito isolado da BPL
(0,025%) sobre o PVA - preparada apés 60 e 120 minutos de contato com a suspenséo
viral, ¢ 3- o efeito da potencializagio da atividade da BPL sobre o PVA através da
exposicio da suspensfio a 250 MPa por 30 minutos. Foi observada a presenca de um efeito
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marcante da combinagdo dos dois agentes sobre a infectividade do PVA, indicado pela

rapida reducéo do titulo viral a niveis nfo detectdveis.
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Figura 6. Efeito da exposi¢do do PVA a trés métodos de inativacdo na queda do
titulo viral. Titulos virais médios de duas repeti¢Ses obtidos apds os tratamentos: 1)
exposi¢do a BPL 0,025% ; 2) exposi¢do a pressdo hidrostatica - 250 MPa de 0 a 150
min.; 3) exposicdo & combinagio de BPL 0,025% e 30 minutos a pressdo de 250

MPa. Aumento do tempo de exposicdo aos agentes inativantes e redugio do titulo

viral do PVA.
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5.4 Efeito in vivo da alta pressdo hidrostdtica na imunogenicidade do PVA

5.4.1 Estudo da resposta imune em aves inoculadas com amostras de PVA inativadas com
pressio

Na Tabela 4 observa-se que duas semanas apds a administragéio das amostras virais
houve produgiio de titulos de anticorpos da mesma grandeza nas aves inoculadas com
amostras inativadas com pressdo que nas aves inoculadas com amostra ndo inativada.
Houve gerag@o de resposta imune especifica contra este virus com titulo de anticorpos
soroneutralizantes da ordem de 7> para todos tratamentos, o que denota 2 mesma poténcia

das amostras.

Comparando-se o titulo obtido nas amostras com e sem adjuvante, foi observada uma
grande similaridade, porém decidiu-se por continuar utilizando este mesmo método, para
que se pudesse estabelecer cofrelaqﬁo com o padrdo de resposta imune gerado pela amostra
de PVA inativada com a pressido, com o padréo gerado com a amostra de PVA inativada
com BPL, uma vez que este € o procedimento de uso deste agente quimico quando utilizado

no preparo de vacinas veterinarias comerciais.

2 Os titulos de anticorpos soroneutralizantes foram expressos neste trabatho como log, da reciproca da
dilui¢iio mais alta do soro capaz de neutralizar o virus.
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Tabela 4 . Titulos de anticorpos soroneutralizantes das galinhas SPF de 21 dias de idade
inoculadas com amostras de PVA inativadas com pressdo (120 minutos a 250 MPa - com
¢ sem adjuvante MOE), e de aves inoculadas somente com amostra de PVA virulenta.
Média dos titulos soroneutralizantes das 10 aves de cada grupo de tratamento.

Suspensfo inoculada nas aves Titulo Seroneuntralizante*
(tratamentos)
Suspensdo de PVA inativada com pressfo, 7,6 (0.5)

sem adjuvante

Suspensdo de PVA inativada com press3o, 7.6 (D)
com adjuvante MOE
Suspensdo de PVA selvagem 7.8 (0,6)
Aves n3o inoculadas — Controle negativo negativo
Controie do teste — soro padrio positivo® 7.8 (0,3)
Controle do teste — soro padrio negativo* negativo

Log: da reciproca da diluigio do soro mais alta capaz de neutralizar o virus. Desvio padriio entre parénteses.
* Controles de soro padriio (do estoque preparado e validado no laboratério de Virologia do DMI-IB-
UNICAMP) para validag#io do teste de soroneutratizacio.

5.5 [Efeito da Betapropiolactona na imunogenicidade do PVA

5.5.1 Determinacfio da resposta imune de aves SPF inoculadas com amostras inativadas

com BPL e aves inoculadas com amostras inativadas com BPL e expostas a pressao.

Na Tabela 5 foram resumidos os resultados obtidos nos estudos in vive do efeito da
BPL isolada e combinada com a press3o na redugdo da infectividade do PVA.



Foi observado que 80% das aves imunizadas com amostra d¢ PVA inativada com
BPL 0,1% apresentou titulo SN entre 6 a 8. No entanto, as galinhas inoculadas com a
amostra inativada pela combinagiio de BPL 0,025% e exposigdo & pressdo apresentaram
titulos soroneutralizantes mais baixos. Nesse grupo 60% das aves apresentaram titulos SN
entre 6 ¢ 8, e o restante apresentou titulo SN entre 4 ¢ 5, porém foi observado o maior
indice de variag@io entre os dados. Apds andlise dos dados foi observado que somente a
suspensdo mativada com a combinagio de BPL e alta pressio produziram titulos de
anticorpos soroneutralizantes estatisticamente menores do que os produzidos apds
inoculacdo das amostra de PV A mativadas somente com BPL, ou somente com alta pressiio
(suspensio preparada com ou sem adjuvante). As aves do grupo nfo inoculado com
nenhum tipo de amostra viral apresentaram titulo SN < 3.

Tabela 5 . Titulos de anticorpos soronecutralizantes das galinhas SPF de 21 dias de idade
moculadas com amostras de PVA inativadas com BPL 0,1%, e das aves inoculadas com
amostra de PVA inativada com BPL 0,025% exposta a 250 MPa por 30 minutos. Média dos
titulos soroneutalizantes das aves do grupo.

Suspensiio inoculada nas aves Titulo de amticorpes
¢ to5) soroneutralizintes*
Suspensio de PVA mativada com BPL 0,1% , com 7,1 (0,7)
adjuvante MOE
Suspensio de PVA inativada com BPL 0,025% + 30 6,1 (1,4)

min. 250 MPa, com adjuvante MOE

Aves néo inoculadas — Controle negativo negativo
Controle do teste — soro positivo padrdo 7.8 (0,3)
Controle do teste — soro negativo padrio negativo

Log: da reciproca da dituigZo mais alta do soro capaz de neutralizar o virus. Desvio padrio entre parénteses.
Controles de soro padrio (do estoque preparado & validado no laboratério de Virologia do DMI-IB-
UNICAMP) para vatidacio do teste de soroneutralizacdo.
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5.6 Efeito da pressdo na imunogenicidade do PVA. Estudo de campo. Desafio com
amostra de PVA virulenta

Na Tabela 6 foram apresentados os resultados dos titulos de anticorpos neutralizantes
detectados nas aves do grupo 1 (aves imunizadas com amostra de PVA inativada pela
pressio e desafiadas com amostra de PVA virulento) no final do experimento. Até a
semana do desafio todas as aves apesentaram titulo soroneutrealizante < ou igual a 3. Duas
semanas apds 33% das aves apresentaram titulo soroneutralizante entre 5 e 8. Quatro
semanas apds o desafio 60% das aves apresentaram titulo entre 5 ¢ 8. A paprtir desta
semana foi observada uma queda no tftulo méiximo desenvolvido pelas aves, sendo que até
o final do experimento (7, 11 ¢ 13 semanas apds o desafio) de 57 a 67% das aves

apresentaram titulo soroneutralizante entre S e 7.

Tabela 6. Titulo de anticorpos soroneutralizantes detectados nos soros colhidos no final do
experimento - 13 semanas ap6s desafio. Aves imunizadas com amostras de PVA inativadas

com alta pressdo hidrostitica e desafiadas com amostra de PVA selvagem.

Suspensio inoculada nas aves Titulo de anticorpos
soroncutralizantes®
{tratamentos) s

Suspens3o de PVA inativada com presséo (120
min./250MPa) — imunizagio, e suspensio de PVA SHS-119-BR

5,4 (0,4)

selvagem - desafio
Suspensdo de PVA SHS-119-BR selvagem (s6 desafio) 4,3 (0,24)
Aves ndo inoculadas com amostra de PVA negativo
Controle do teste — soro positivo padréo 8,0 (0,2)
Controle do teste — soro negativo padriio negativo

Log: da reciproca da diluic@o mais alta do soro capaz de neutralizar o virus. Desvio padriio entre parémteses.
* Controles de soro padrio (do estoque preparado e validado no laboratério de Virologia do DMI-IB-
UNICAMP) para valida¢io do teste de soroneutralizagdo.
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Na Figura 7 foram apresentados os titulos minimos e méaximos de anticorpos
soroneutralizantes obtidos para as aves inoculadas com amostra pressurizada e desafiadas,
durante toda durag¢do do experimento. Nessa figura, pode-se observar que apés o desafio os
valores maximos dos titulos de anticorpos obtidos foram da ordem de 7 a 8. Foi observado
que o mimero de aves com os titulos mais altos apresentou uma leve queda no final do

experimento, mas o titulo maximo observado foi semelhante até o final.

Figura 7. Titulo de anticorpos soroneutralizante de aves inoculadas com PVA inativado com
alta pressdo hidrostatica (120 min. 250 MPa) e desafiadas com amostra de PVA virulenta.

Aves inoculadas com 6 semanas de idade; aplicacdo de dose de refor¢o 2 semanas apds; e

aplicagéo de dose desafio com amostra de PVA selvagem 4 semanas apos primeira inoculagio;

amostras de soro colhidas até as aves atingirem 23 semanas de idade.
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A variagdo de titulos de anticorpos neutralizantes obtidos para o grupo controle
negativo, formado pelas aves somente desafiadas ao longo de todo o ensaio foram
demonstrados na Figura 8. Somente duas semanas apés o desafio com PVA virulento € que
as aves apresentaram soroconversdo (titulo de anticorpos >3,0). Uma forte resposta
imunolégica indicada por um pico de anticorpos, foi detectada 4 semanas apds o desafio.

As aves se mantiveram soropositivas até o final do experimento com valores médios

menores que os observados nas aves inoculadas com PVA pressurizado antes do desafio.

Figura 8. Titulo minimo e méaximo de anticorpos soroneutralizantes do grupe de aves inoculadas

com amostra de PVA virulenta as 10 semanas de idade — aves controle positivo.
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Tabela 7 . Titulo de anticorpos de aves inoculadas com amostras de PVA inativadas com alta
pressdo hidrostatica (120 min. a 250 MPa) e desafiadas com amostra de PVA virulenta.
Resultados do teste de ELISA dos soros colhidos nas fases indicadas pela idade das aves.
Indicagdo dos titulos minimos e méximos de anticorpos determinados para as aves.

dade das Momsento da Timloaw? Namero de aves  Titulo aves  Nimmero de aves
avesem  colheita de sangue  YOSPeitas  suspeitas/Total  positivas’  positivas / Total

. de aves . de aves
diay/ (ariaci)  ocaladas  CAIACEO) o Cadas
semanas
50/6,5 inoculag#io com - 0/30 - 0/30
amostra pressurizada
62/8 reforgo da dose com 676-876 3/30 892-1109 3730
amostre pressurizada
80/10 inoculag3o com 668-753 6/30 088-1726 12/30
amostra de PVA
virulenta — desafio
100/12,5 700-772 3/30 993-4372 26/30
114/14 691-819 4/29 1002-4536 22/29
132/17 691-806 4/28 1212.2302 17/28
163/20,5 576-729 6/28 825-1901 13/28
180/23 575-791 6/27 932-1401 14/27

Na Figura 9 foram demonstrados os titulos de anticorpos obtidos para as aves do
grupo controle positivo — somente desafiadas com amostras de PVA virulenta durante todo
o expetimento. Observou-se que o pico de titulo de anticorpos foi detectado 4 semanas apds
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aplicagdo do desafio, atingindo a faixa de log, 10 a log, 12,4, sendo que em seguida foi

observada uma queda que se manteve até o final do estudo.

Figura 9. Titulo de anticorpos neutralizantes detectados por ELISA, em soros de aves inoculadas
com PVA inativado com alta pressdo hidrostatica e desafiadas com amostra de PVA virulenta. Aves
inoculadas com 6 semanas de idade; aplicacdo de dose de reforgo com 8 semanas; aplicacdo de dose
desafio com amostra de PVA selvagem com 10 semanas; amostras de soro colhidas até 23 semanas
¢ idade.

52



6 DISCUSSAO

Embora ainda nfio totalmente elucidado, sabe-se que apos aplicagiio de ciclos de
pressurizagdio e despressurizagdio sobre algumas particulas virais, estas sofrem algumas
alteragBes que as tornam ndo infectivas porém inmmogenicas. Os resultados obtidos neste
trabalho indicaram que a amostra de PVA estudada apresentou o mesmo comportamento.
Esse fendmeno tem sido relatado para virus de importéncia na satide humana e animal, o
que torna este método uma tendéncia bastante atual como alternativa para a produgio de
vacinas virais. Diversos géneros tém sido estudados, mas até 0 momento nfio haviam sido
realizados estudos sobre o efeito da alta pressdo hidrostitica sobre a familia
Paramyxoviridae. Seréo discutidos os resultados obtidos nos estudos in vitro e em seguida
os resultados dos estudos in vivo.

6.1 Estudos in vitro

Os modelos de previsio dos efeitos de um agente inativante sobre microrganismos
sfo obtidos a partir de tratamento matemético de dados de sobrevivéncia e de morte. Para
preparar uma vacina de virus inativado a um nivel seguro, € importante chegar
cuidadosamente a um modelo que mefhor descreva a cinética da perda da infectividade.
Quanto maior o ndmero de dados colhidos na faixa de sobrevivéncia, menos empirico seré
o modelo proposto para descri¢iio do fendmeno. Para tanto, concentragfio iicial mais alta
na suspensdo microbiana a ser estudada é mais indicada por permitir coletar maior nfimero
de dados na faixa entre sobrevivéncia e morte, onde sobrevivéncia significa concentracdo
de agente inativante onde todos organismos ainda estdo vivos, e morte significa faixa onde
s6 ha auséncia de sobreviventes. Através da modificagdo de uma das varidveis do modelo,
p.ex. tempo de exposicio ou concentracio de um agente iativante viral, pode-se chegar a
um conjunto de pardmetros que permita atingir uma faixa de inativacio viral que garants a
possibilidade de nfio haver particulas vidveis ap6s aplicagio do método de inativagio (FDA
CFSAN 2000).
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O titulo inicial viral obtido nesse trabatho (10°-10” DICTsy/mL) embora caracteristico
para o PVA, € considerado baixo para este tipo de estudo. Outros autores desenvolvendo
estudos de pressurizagdo de amostras virais tém partido de amostras com alta densidade, na
faixa de 10° a 10'® particulas por mL (SILVA et al, 1992; BONAFE et al, 2000;
JURKIEWICZ, et al., 1995).

O baixo tftulo inicial das suspensdes do PVA nio comprometeu a natureza da
pesquisa, uma vez que ja foi observado para outros virus (p.ex. SIV, VSV e fago R-17) que
o efeito da pressdo sobre as particulas virais independe da concentragio da suspensio.

A pressdo permite estudar o comportamento dissociado de agregados protéicos. O
processo dissociativo de dimeros é dependente da concentragio. Todas unidades sio
indistinguiveis no que diz respeito 4 velocidade da dissociagfo. Ao se aumentar a
concentragdo de proteina, € necessario um aumento na intensidade da pressio para que se
obtentha 0 mesmo grau de dissociacdo. Em oligbmeros e grandes agregados protéicos como
particulas virais, o processo de dissociagdio pode ser descrito como um comportamento
deterministico onde as particulas revelam caracteristicas individuais de cada subunidade,
que passa a se comportar independentemente (SILVA et al, 1992). A heterogeneidade das
particulas virais nestas suspensSes resultaria em um comportamento de “individualidade
termodindmica” passando pela inativacdio por pressdo de forma independente. Proteinas
compostas por muitas subunidades, como a eritrocruorina ¢ hemocianina, apresentam
semethante independéncia dos efeitos da pressdo sobre a concentragio (SILVA et al, 1992;
DaPOIAN et al., 1993; JURKIEWICZ et al., 1995). No entanto, TIAN et al., (2000),
relataram que o IBDV apresenta dependéncia da concentragdo na queda do titulo viral
quando as amostras virais s3o pressurizadas.

A alta pressio é capaz de dissociar algumas particulas virais bem como protefnas
oligoméricas de forma irreversivel ou parciaimente reversivel quando voltam a pressfio
atmosférica, Dimeros (exemplo a enolase e hexoquinase) retomam rapidamente a atividade
enzimitica quando despressurizados. Para tetrdmeros (ex. lactato desidrogenase,
gliceraldeido fosfato desidrogenase) o reaparecimento da atividade apds descompressio
ocorre mais lentamente (variando de horas até dias), ¢ depende do tempo € magnitude da

54



pressdo a que foram expostos. Quando agregados de grandes subunidades (como virus
icosaédricos) sfo totalmente dissociados pela pressdo, nfio se observa a re-associa¢do das
subunidades. Observa-se, portanto, que o padrio de reversibilidade da dissociagdo e a
retomada das propriedades nativas podem ser correlacionadas com o tamanho, ntiimero de
subunidades do agregado protéico e pela complexidade das interacdes nos agregados
originais (SILVA et al., 1989,1992, 1996; GASPAR et al., 1997). Quando as subunidades
ndo estdo em contato umas com as outras, sofrem alteragdes estruturais que acabam por
originar uma particula conformacionalmente (derivada) modificada em relacio a nativa.
Essa teoria tem recebido a denominacfio de “deriva conformacional” (WEBER, 1986;
SILVA & WEBER, 1988; SILVA et al., 1989,1992).

Aparentemente para virus envelopados, a inativagio se d4 ndo pela dissociagiio em
subunidades, como o que ocorre em virus nfio envelopados, mas sim pelo efeito produzido
nas nucleoproteinas posicionadas na membrana lipidica. Particulas virais apresentam um
padrdo de complexidade maior do que o de proteinas oligoméricas, entre elas estio as
interagSes do capsideo com o 4cido nucléico e nos virus envelopados, as interagdes do

capsideo com lipideos da membrana.

No PVA, as glicoproteinas de superficie G (de adesdo) e F (de fusdo) induzem a
producdo de anticorpos neutralizantes (SEAL et al., 2000). Essas proteinas estio ancoradas
na membrana e estdo em contato com as protefnas do capsideo através da proteina de
matriz (M) (Figura 1). Tem sido conjeturado que talvez este seja um sitio de aggo da HHP
sobre virus envelopados como o PVA, inativando total ou parcialmente as particulas porém

mantendo sua imunogenicidade.

SILVA et al, (1992) utilizando o VSV como modelo, sugeriram que a natureza
cletrostatica destas interagdes protéicas seria o fator determinante da sensibilidade 3
dissociagdo pela pressdio. Os autores utilizaram esta abordagem para interpretar o forte
efeito da pressdo sobre a infectividade do VSV e manutengio da imunogenicidade da
particula.

Estudos de microscopia eletrdnica de particulas virais pressurizadas tém mostrado
que alteragdes morfolégicas na superficie podem estar relacionadas com a mativagdo da
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particula viral e aumemto ou manutencdo da imunogenicidade. Particulas virais com
envoltério lipoprotéico, como o VSV, quando expostas & pressdo, apresentaram alteragdes
morfolégicas na superficie na forma de uma bolsa — uma protusdo, porém a membrana
lipidica se mostrou preservada e também foi possivel observar o padrio espicular regular da
proteina G (SILVA et al., 1992).

Observagbes microscopicas do HSV- tipo 1 e do HCMV apés pressurizagio
demonstraram que a pressdio na faixa de 300 MPa provocou danos no envoltério viral. As
particulas perderam capacidade de adesfio as células HELA ¢ VERO (NAKAGAMI et al,
1992).

Ap6s incubagdio de amostras do virus Mayaro, por 3 a 8 horas a 250 MPa, GASPAR
(2000) observou que somente nas amostras pressurizadas por 8 horas foi detectada a
presenca de alteragGes na superficie da particula. A morfologia observada para a particula
nativa e para as particulas pressurizadas por 3 horas foi 8 mesma. Os estudos de queda da
infectividade destas suspensdes mostraram que este virus ¢ resistente & pressiio, sendo que
ap0s pressurizagdo hd uma alta taxa de inativacio, mas h4 particulas sobreviventes e
imunogénicas. Estas observagSes sugerem que a pressdo estaria induzindo modificacdes
conformacionais € gerando perturbagdes do sistema que nfo incluem a desmontagem.

TIAN et al,, (2000) expuseram amostras do IBDV a pressdes na faixa de 240 MPa.
As observagdes de microscopia eletronica evidenciaram alteragSes na superficie do
envoltério viral. Apesar de nfo infectivas, as amostras pressurizadas apresentaram
capacidade de produzir maior resposta imune do que as amostras n3o pressurizadas apos
inoculagdo em coelhos.

Estes resultados observados em diversos experimentos indicam que hd um efeito
nitido da HHP sobre membranas e que este fen6meno interfere na infectividade e
imunogenicidade das particulas virais. A adapta¢fio ao fundo do mar pode ser levada em
conta na explicagfio do efeito da HHP sobre membranas. Em peixes colhidos em diferentes
profundidades, o teor de lipideos insaturados est4 relacionado com a pressiio hidrostética do
habitat natural, garantindo assim, a fluidez constante in sifo. A alta pressio e¢ a baixa
temperatura agem na mesma diregdo no sentido de tornmar membranas biologicas mais
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rigidas, reduzindo sua fluidez, e provavelmente, interferindo em suas fungdes (CHONG &
WEBER, 1983; GROSS & JAENICKE, 1994).

Ha mais de trés décadas, tém sido publicados estudos feitos com varios géneros de
bactérias. Estes trabalhos tém fornecido dados para avaliar o efeito da alta pressio na
inativagdo da carga microbiana ¢ manuten¢io do teor nutritivo de diversos tipos de
alimentos. MORITA (1975 apud NAKAGAMI et al., 1992) postularam que a membrana
celular € o sitio primirio de danos da pressdo sobre microrganismos e SHIGEHISA et al.,
(1991 apud FDA CFSAN, 2000) sugeriram que a press3o induz células bacterianas a morte
por causar sérios danos a capacidade de permeabilizacdo alterando a estrutura funcional da
membrana celular.

Estas observagSes permitem sugerir que a alta pressdo inativa virus envelopados
através de injurias nas estruturas do envoltério viral. Tais evidéncias indicam um caminho
para explicar o efeito da alta pressio sobre o padriio de infectividade e imunogenicidade do
PV A pressurizado.

Nos estudos in vitro foi demonstrado que quanto maior a pressio de incubag#io, maior
foi a redugdo na infectividade do PVA (Figura 4). Houve queda menor até 150 MPa e a
partir desta faixa de pressdo houve aumento franco na inativagdo da particula viral.

A pressdo de 250 MPa foi considerada uma faixa segura de trabalho uma vez que a
press3o maxima da cdmara utilizada ¢ de 320 MPa. Os dados encontrados na literatura de
inativagdo viral com pressdo utilizam a faixa de 200 a 400 MPa com maior frequéncia,
portanto, trabalhar nesta faixa permitiria uma anslise dos resultados mais fundamentada
(FDA CFSAN, 2000).

Os resultados apresentados na Tabela 1 e Figura 5, demonstraram que a queda de
infectividade do PVA, quando exposto & pressfio de 250 MPa a partir de 100 minutos, foi
>5 log. Por extrapolagdo da reta obtida pela regressdo linear dos titulos virais obtidos apés
exposi¢do por todos os tempos de estudo, pode-se observar que ap6és 120 minutos 4 esta
pressdio haveria queda no titulo viral >7 ou 8 log. Da mesma forma, a exposigdo por 150
minutos reduziria a infectividade da suspenso viral em > 8 a 9 log. Assim, a partir desses

dados observa-se que quanto maior o tempo de exposicio & pressdo, maior a intensidade de
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inativagio do PVA e mais segura se tornaria uma suspensdo viral inativada para ser
utilizada como vacina. Esse estudo demonstrou que o PVA apresenta grande
susceptibilidade & alta pressdo e que seu grau de inativagdo ¢ dependente do tempo de
exposic#o & pressdo.

Foi observada redugdo na infectividade de aproximadamente 4 a 5 log ap6s 60
minutos a 250 MPa para o rotavirus bovino (PONTES 1991 ¢ PONTES da SILVA 1999),
para 0 FMDV (OLIVEIRA et al.,, 1997) e para o SIV (JURKIEWICKZ et al., 1995). O
rotavirus simio se apresentou muais sensfvel & pressiio que o isolado bovino, sendo que a
incubagdo a 250 MPa por 30 minutos reduziu 4 log na infectividade da suspensdo viral
(PONTES et al,, 1997).

Sensibilidade maior foi relatada para alguns retrovirus: 10 minutos de exposigdo a
400 MPa causou redugio > 7 log para 0 HSV-1, 4 log para o HCMV, ¢ 5,5 log para o HIV
tipo 1 (NAKAGAMI et al., 1992, 2000). O IBDV apresentou sensibilidade maior a 0°C,
sofrendo redugdo de > 4,5 log a partir de 60 mimatos de exposicdo a 230 MPa (TIAN et al.,
2000).

Estudos feitos com virus nio envelopados indicam que o efeito da alta press3o sobre
estes virus resulta do estado de deriva conformacional permanente de algumas das protemas
do capsideo viral. PONTE da SILVA (1999), observou que a pressurizacdio do rotavirus
bovino (cepa UK) e simio (SA 11, variante 4S) resulta em particulas nfo infectivas e
imunogénicas. Os dimeros da VP4 na forma de espiculas na camada mais superficial da
particula, estariam mais expostos ao efeito da pressdo, e este fendmeno causaria a queda da
mnfectividade por impedir a atividade hemaglutinante do virus. Porém a atividade
imunogénica seria mantida porque parte da estrutura desta proteina estaria fortemente
ligada ao capsideo interno, e resistiria & pressurizagdo. O mesmo foi observado para o
IBDV quanto a VP2. A suspensio de IBDV pressurizada sofre inativagio total mantendo
sua funcionalidade imunogénica sendo capaz de gerar titulos de amticorpos da mesma
grandeza que particulas nativas (TIAN, et al., 2000).

A BPL € um agente alquilante que reage com diversos agentes nucleofilicos, inclusive

com 4cidos nucleicos e protefnas. A BPL ¢ um liquido incolor, solivel em 4gua que
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modifica a estrutura de 4cidos nucléicos ap6s a reagio principalmente com residuos de
purina (particularmente a guanina). A BPL induz a formag#io de cortes na fita de DNA, bem
como o “cross-linking” entre DNA e proteinas e entre as fitas de DNA da dupla hélice. A
BPL tem sido também utilizada em hospitais na forma de gis como agente esterilizante
para produtos termo sensfveis por sua agdio comprovada inclusive sobre esporos
bacterianos. Uma desvantagem do uso deste agente € a suspeita de seu poder carcinogénico
(PARKER et al, 1975). A BPL tem sido utilizada juntamente com o acetiletilenoimina
(AEI) na produgio de vacinas inativadas contra diversos agentes de doencas de importancia
veteriniria como a raiva em cies, ou a doenca da lingua azul em vacas, doenca de
Newrcastle, influenza e bronquite infecciosa em aves (FELLOWES,1966; PARKER et al,
1975; STONE ,1993; LOMBARDINI, 1997).

Os estudos do efeito da BPL sobre o PVA tiveram como objetivo fornecer pardmetros
para comparacdo da eficiéncia da pressdo como agente inativante fisico em relagdo a este
agente quimico. Na Tabela 2 foi demonstrado que abaixo de 0,05% o PVA apresenta
resisténcia a BPL, porém a suspensio ¢ totalmente inativada nas concentragdes de 0,1 ¢
0,2%. Aumentando-se a concentraglio de BPL observou-se maior taxa de inativagdo do
PVA. Abaixo de 0,1%, apds contato de 2 horas com este agente, houve redugdo > 4,5 log
na populacdo inicial da syspensio viral. A exposigdo por 1 hora i concentragio final de
0,025% foi capaz de causar 3 log de reducdo na infectividade enquanto que 2 horas de
exposi¢do 4 mesma concentragdo provocou reducdo de 4 log.

Os resultados dos estudos de cinética de inativagio do PVA mostrados na Figura 6 e
na Tabela 3 permitem comparar o efeito da pressdo e da BPL isolada ¢ combinada sobre a
suspensdo viral. Quando foi exposto somente & pressio 60 minutos a 250 MPa foi
suficiente para reduzir no minimo em 3 a 4 log a infectividade de uma suspensfo de PVA
com titulo inicial de aproximadamente 10°°. O mesmo padrio de inativagdo foi observado
quando esta suspensdo viral foi exposta a BPL 0,025% por 60 e 120 minutos. A
combinagio da BPL 0,025% e a exposi¢io a 250MPa por 30 minutos resultou em aumento
marcante na taxa de inativagéo do virus.

FELLOWES, (1966), observou que a exposicdo de suspensdes de FMDV a BPL
0,05% por 15 minutos reduziu a infectividade em no méximo 2 log a suspensfio viral. Esta
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mesma suspensdo inativada com BPL exposta & luz UV por 20 minutos produziu uma
reducéo de no minimo 7 log no titulo viral.

O efeito inativante da incubagiio de VSV com pressdo isolada (250 MPa) foi
aumentado em 3 log quando combinado com uréia 1 M, por 30 minutos (SILVA et al
1992).

De acordo com as observagdes de GASPAR (2000), a pressurizagdo por 180 minutos
a 200 MPa do virus Mayaro reduziu em 7 log a infectividade da suspensiio viral, porém nfo
foi possivel a inativagdo total da suspensdo. A exposicio isolada 3 luz UV (10* erg/mm?)
por 30 minutos reduziu em 99% a populag#io inicial. J4 a combinagiio dos dois agentes foi
mais eficiente tendo sido necessario quantidade menor de energia (10° erg/mm?) para

obtengdo de efeito inativante da mesma grandeza.

Estes resultados sugerem que o efeito molecular da pressio sobre fatores
determinantes da infectividade das particulas virais pode ser potencializado por agentes
quimicos e fisicos de cardter conhecidamente inativante. O nivel de inativagiio deverd
variar de virus para virus, dependendo também das condi¢des.

6.2 Estudos in vivo

A pressdo sempre altera seletivamente as propriedades de moléculas e sistemas
bioldgicos complexos através da ruptura de associagBes n3o covalentes. Essa é a
caracteristica que originou o interesse no uso da pressdo para producdo de vacinas virais. A
relagdo das protefnas do capsideo umas com as outras, com a membrana lipidica, quando
for o caso € com os écidos nuckicos devem ser responsdveis pela infectividade especifica,
enquanto que em principio uma estrutura covalente intacta das proteinas deve estar mais
relacionada com a antigenicidade (JURKIEWICZ et al., 1995; SILVA et al, 1996).
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Neste estudo foi observado que apds a inoculagfio de galinhas com amostras de PVA
inativadas pela pressurizagio a particula viral manteve condigdes de produzir resposta
imune. Os titulos de anticorpos obtidos nos soros das aves inoculadas com amostra de PVA
inativada com pressdo aos 21 dias de idade (Tabela 4), apresentaram a mesma ordem de
grandeza que os tftulos obtidos nas aves inoculadas no grupo controle.

A manutenc¢do da imunogenicidade tem sido explicada por alguns autores trabalhando
com virus envelopados ¢ ndo envelopados. A fusdo de particulas virais &4 membrana da
célula alvo ¢ uma etapa da entrada da particula no hospedeiro. Nos virus envelopados, ela
pode ocorrer diretamente entre a camada lipidica do envolt6rio viral e da célula hospedeira
quando expostos a pH neutro, a exemplo do que ocorre com o HIV e com 0 PVA. A fusdo
indireta também pode ocorrer através da fusdo de uma vesicula endocitica, formada pela
membrana celular, € o envoltério viral quando expostos a pH baixo (GASPAR, 2000).

O estado de fusdo intermediario tem sido observado em diversos virus envelopados.
Durante a fusdo com a membrana celular, h4 mudangas na conformagiio de protefnas do
capsideo viral, bem como proteinas do envoltrio viral, o que conduz a particulas
temporariamente inativas. Este fenémeno também pode expor epitopos anteriormente
ocultos, fundamentais para produgdio de resposta imune. PONTES et al. 1999 (apud
PONTES da SILVA, 1999) observaram para o rotavirus alteragdes semelhantes as descritas
para o0 HIV e para o virus da influenza por NAKAGAMI et al., (2000), cujas glicoproteinas
do envoltorio passam por mudangas conformacionais ativadas pelo receptor celular.

Mudancas conformacionais irreversiveis causadas pela pressdo nas glicoproteinas do
envoltério viral, se assemetham as mudangas que ocorrem in vivo neste estado
intermedidrio de fusdo. GASPAR et al., 2000 (apud GASPAR, 2000) utilizaram a pressio
como método para caracterizagio do estado ativo de fusdo viral empregando dois modelos
de virus envelopados (Sindbis ¢ Influenza). A pressio induziu a inativagdo do
influenzavirus com decréscimo na atividade hemaglutinante, causando um efeito similar ao
produzido quando o virus se liga aos receptores celulares.

La CASSE et al., (1999) sugeriram o uso de complexos de fusio para vacinas de
peptideos sintéticos para o HIV. Os autores utilizaram formol para a fixagio do complexo
virus-células e a partir desta reagio produziram imunégenos capazes de permitir uma
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resposta antigénica em muitos isolados do HIV. Apesar de eficiente, este técnica impde o
limite de se necessitar a utilizagdo de purificagdio viral, a qual é uma técnica bastante
laboriosa. A vantagem da técnica de pressfio sobre a de purificagio viral é a capacidade que
esta tem de produzir particulas virais eficientes para gerar resposta imune adequada e de

uma forma mais simples ¢ controlada.

Como pode ser observado na Tabela 4, para o grupo de aves somente inoculadas com
PVA selvagem foi encontrado titulo soroneutralizante sem diferenga significativa dos
titulos obtidos em aves inoculadas com amostras pressurizadas (em média = 7,6). O PVA
muitas vezes quando inoculados experimentalmente em aves nfio produz titulos
soroneutralizantes elevados nem causa sinais respiratérios evidemtes, Os titulos
soroneutralizantes obtidos das galinhas inoculadas com as amostras pressurizadas (na faixa
de 4 a 9) foram considerados dentro dos valores normais para este virus quando ha
soroconversdo. Titulos menores que 3 sio considerados negativos para este virus (HAFEZ
& LOERHEN , 1990).

Alguns autores relataram o aumento da imunogenicidade de amostras virais
pressurizadas quando comparados aos titulos produzidos pela inoculagio de particulas nfo
pressurizadas (PONTES da SILVA, 1999; TIAN et al., 2000).

Suspensdes de rotavirus e de IBDV inativadas com pressdo da ordem de 250 Mpa e
inoculadas em coelhos mostraram que estas produziram titulos de anticorpos neutralizantes
mais elevados do que suspensdes de virus nfio submetidas a técnica de pressurizacfo
(PONTES, 1991; TIAN et al., 2000 respectivamente). Estes resultados indicaram que a
pressdo hidrostitica tornou as particulas virais altamente inmmogénica. Os autores
sugeriram que para virus envelopados, o aumento da imunogenicidade da particula apés
tratamento com a pressdo pode ser devido & exposiciio de sitios antigénicos posicionados
entre a membrana celular, que quando estdo em contato com a pressdo atmosférica, nio sio
naturalmente expostos devido s fortes interagdes entre subunidades protéicas.



Apés administragio de suspemsfio de PVA inativada pela BPL nas aves, 60%
apresentou titulo soroneutralizante maior que 6; e o restante titulo até 8. Na Tabela 5 foi
indicado o titulo médio das aves, e analisando-se os coeficientes de variacdo dos dados,
houve um padrdo de resposta bastante homogéneo para este grupo de tratamentos. J4 os
titulos de anticorpos obtidos nas aves inoculadas com a suspensdo inativada pela
combinaco de agentes foram estatisticamente menores (média 6,1). O desvio padro destes
dados foi o maior encontrado em todo o experimento. Os resultados obtidos neste estudo
indicam que a amostra viral inativada com a BPL isoladamente & capaz de produzir melhor
resposta imune nas aves que aquela desenvolvida pela combinagio deste agente com a
pressao.

A obtencdio de resposta imune estatisticamente igual aquela produzida pela BPL
indica que provavelmente a pressdo apresentou capacidade de causar uma alteragdo
conformacional na particula de PVA, que mantém os sitios antigénicos imtactos e
funcionais com resposta da mesma grandeza que aquela produzida na producio de vacinas
disponfveis comercialmente. Esta resposta permitiu que o trabalho seguisse para a fase final
de desafio de campo.

Um dos objetivos do experimento de desafiar as aves inoculando amostras
pressurizadas, era observar a possivel manutengdo do titulo de anticorpos neutralizantes
anti o PVA em um nivel acima ou préximo do considerado positivo apés imunizagiio e
desafio.

Foi observado que as aves com 51 dias de idade por ocasido da inoculagiio da
primeira dose de amostra de PVA inativada com pressdio, apresentaram soroconversio
(titulo de anticorpos soroneutralizantes > 3) somente duas semanas ap6s aplicacio da dose
reforgo (Figura 7). Um pico de anticorpos foi observado entre duas a quatro semanas apos o
desafio havendo uma queda para titulo soroneutralizante médio entre 5 e 6 de sete a onze
semanas ap6s o desafio.
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Este fendmeno também ¢ relatado em estudos de infecgfio experimental para este
virus, uma vez que nestas condi¢es, anticorpos neutralizantes persistem 4 a 5 semanas,
sofrendo queda apds este periodo (ETERRADOSSI et al., 1995; COOK et al., 1989, 1995).

O grupo de aves controle positivo, somente desafiado também apresentaram
comportamento semelhante na variacdo de titulos de anticorpos neutralizantes. A
comparacgdo das Figuras 7 e 8, permitem concluir que as aves que receberam amostra de
PVA inativada com pressdo responderam de forma mais rapida e melhor ao desafio do que
as aves controle. O pico de anticorpos para as aves controle foi registrado somente 5
semanas apds o desafio (titulo maximo de anticorpos neutralizantes = 8). Ao final de 13

semanas apds o desafio a média de titulo ficou em 4.

JONES et al., (1988) também relataram variagdo semelhante no titulo de anticorpos
em ensaios de infecgdo experimental em aves com PVA. Através de testes de SN foi
detectado que por ocasifio do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos, o nivel de
anticorpos neutralizantes foi baixo, porém 5 a 7 dias apds a inoculagio foi observado um
pico de anticorpos, enquanto que 4 semanas apds a inoculagfo o tftulo voltou a cair. Os
autores ressaltaram que anticorpos neutralizantes persistem por aproximadamente 4 a 5
semanas, € seu titulo geralmente diminui apds este perfodo.

Titulos de anticorpos soroneutralizantes (em cultivo de traquéia de embrifio de
galinhas) da ordem de 10, foram observados por COOK et al.,(1989), testando vacina
experimental para o virus da rinotraquefte dos perus de 4 semanas de idade. Duas semanas
apds inoculagdio com vacma atenuada, os autores encontraram os titulos SN mais altos,
caindo para 8 a partir de 10 semanas apds inoculagdo. Este padrio de resposta,
provavelmente se refere a fase de franca resposta imunogénica observada normalmente em

aves jovens uma a duas semanas apds contato com amostras virais inativadas ou n#o.

Os resultados obtidos para os titulos de anticorpos determinados pelo teste de ELISA
estdo de acordo com os obtidos pela SN. Duas semanas apds inoculagdo das aves com
amostra inativada com pressdo, somente 20% das aves apresentou soroconversio para o

PVA. Os titulos de anticorpos aumentaram a partir deste periodo, sendo que por ocasido da
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aplicagdo do desafio com amostra virulenta de PVA, 80% das aves j& apresentavam titulo
de anticorpos acima do ponto de corte do teste de ELISA utilizado.

O pico de titulo de anticorpos foi observado 4 semanas apds aplicagdo do desafio,
atingindo a faixa de log; 10 a log; 12,4, sendo que em seguida foi observada uma queda
que se manteve até o final do estudo. Este aumento consideravel de titulo ap6s o desafio
seguido de queda era esperado, tendo sido relatado por diversos autores em experimentos
para avaliacdo de vacinas inativadas (GULLATI et al., 2001).

Apbs a aplicagdo do desafio, 100% das aves estavam soropositivas, sendo que até o
final do experimento, (17 semanas apds aplicagfo da amostra de PVA pressurizado) 75%

das aves permaneceram nesta condicgo.

COOK et al,, (1996) estudaram o efeito da administra¢io de uma vacina atenuada,
seguida de vacina inativada de PVA, na protegdo de perus contra infecgfio respiratoria e
queda na produgdo de ovos. Foi observada uma queda no titulo de anticorpos determinados
pelo ELISA, desde o momento da aplicagdo da vacina atenuada até 2 semanas apos
vacinag#io (de log; 10,0 para log; 7,8), sendo que nos periodos de 8 , 16, 24 e 29 semanas
apoés vacinagdo os titulos obtidos cairam ainda mais, ficando abaixo do nivel considerado
positivo (presenga de anticorpos anti-TRT). O titulo de anticorpos sofreu um aumento 8
semanas apos aplicagdo de vacina inativada, o que caracterizou uma forte resposta imune
das aves frente este tipo de vacinagdo (aumento no titulo de: log,<7 para log,16).
Comparando-se este resultado ao que foi obtida no grupo que apenas recebeu amostra de
virus vivo atenuado, a resposta imunoldgica das aves que receberam amostra de virus
inativada foi mais alta. Os autores conclufram que as vacinas inativadas conferem &s aves

condic@o de apresentar resposta imunolégica mais eficiente contra o PVA.

COOK et al., (1999) ao caracterizar o PVA isolado de perus apresentando doenga
respiratoria nos EUA (estirpe Colorado) conduziram experimentos em galinhas (SPF) e
perus (livres de anticorpos anti PVA maternos) mantidos em isoladores. As aves foram
vacinadas com vacina atenuada (dos dois subgrupos de PVA: A e B) com um dia de idade,
e desafiadas com cepa virulenta de PVA com trés semanas de idade. O titulo de anticorpos
foi determinado em todo o experimento (até 10 dias apds o desafio) com teste de ELISA
preparado com placas impregnadas com PVA, subgrupos A e B, ¢ com o PVA/isolado
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Colorado. As aves controle - aves nfo vacinadas e desafiadas, apresentaram titulo de
anticorpos (de log; <7,0 a log, 10,8) similares aos obtidos apds imunizagio e desafio com
PVA nesta tese: O titulo de anticorpos das aves vacinadas trés semanas ap6s primeira foi
log,<7,0 a log,10, e 10 dias ap6s a segunda vacinagdo estes titulos aumentaram atingindo
valores de 10g,9,4 alog;13,3. O ndo aparecimento dos sinais clinicos demonstrou, portanto,

eficiéncia da vacina em proteger as aves estudadas contra a SCI.

CATELLI et al, (1998) obtiveram titulos de anticorpos mais elevados do que os
observados nesta tese. Os autores testaram uma vacina atenuada e uma inativada, sendo que
os titulos de anticorpos médios das aves, determinados 2 semanas ap6s desafio com TRTV
de campo ficaram na faixa de log, >13.

No estudo com as aves mantidas em condi¢des de campo, nio foi possivel observar
sintomas classicos de SCI em todas aves controle positivo: aves nfio inoculadas com
amostra pressurizada e desafiadas com amostra de PVA virulenta. Apenas trés de 15 aves
apresentaram presenga de exsudato nasal oito dias apés o desafio.

A rota escolhida para inoculagdo da amostra de PVA virulenta foi via 6culo-nasal e
gotejamento na dgua das aves. Alguns autores relatam que ¢ de dificil compreensdo, ou até
mesmo desconhecido o motivo pelo qual observa-se que o PVA, que conhecidamente é um
agente causal da SCI em condi¢bes de campo, pode ser capaz de reproduzir os sintomas da
doenca apés inoculacdo da amostra para desafio via intramuscular, mas nfo apds
administragfio do virus via nasal — a rota acreditada como sendo natural.

NAKAMURA et al, (1998) reproduziram a SCI em galinhas SPF inoculando
suspensGes do PVA e E. coli em aves de 4 semanas de idade. No grupo somente inoculado
com PVA, duas semanas apds inoculagdo o titulo soroneutralizante encontrado foi da
ordem de 9 para aves inoculadas via nasal, ¢ da ordem de 6 para aves inoculadas via
ocular.

COOK et al., (2000) e MAJO et al., (1995) relataram que ap6s inoculagdo 6culo-nasal
de suspensdo de PVA em galinhas SPF mantidas em biotério, ndo foi possivel observar
influéncia da infecgdo na queda de postura e/ou na qualidade do ovo, bem como danos no

trato reprodutivo das aves. Quando as aves foram inoculadas com a suspensdo viral via
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im., houve substancial queda na postura e alta incidéncia de ovos de m4 qualidade, além do

que os sinais clinicos de doenca observados nas aves foram semelhantes aos relatados apés
infecgfio natural no campo.

PANIGRAHY et al., (2000) observaram que em condicdes experimentais controladas
os sinais clinicos ¢ lesGes dos animais sfo muito mais brandos do que o relatado para
animais contaminados em campo. Em condigbes de campo, a contaminagfio bacteriana
secundaria € comum. Além disso, um grande namero de hospedeiros susceptivel estd em
contato préximo o que facilita o rapido espathamento do virus. Por outro lado, os animais
em condicbes experimentais foram mantidos em ambiente relativamente limpo, levando a
um nimero de hospedeiros susceptiveis, e conseqiientemente, um nivel de espalhamento do
virus mais limitado.

A falta de correlagio entre os resultados sorolégicos € os sinais clinicos pode ser
reforgada pelos relatos de varios autores, entre eles, COOK et al., (1987 apud PARREIRA,
1994) e PICAULT et al. (1987); OTSUKI et al., (1996), que também sugerem que esta
“ndo correlagdo direta” entre a presenga do virus no soro de galinhas ¢ o desenvolvimento
da doenga se deve & necessidade da presenga de outros agentes secundarios (geralmente E.
coli) para que haja evolugdo para o quadro de SCI.

Um dos propdsitos deste trabatho foi produzir uma amostra inativada com a mesma
estirpe isolada no Brasil a partir de aves com SCI. O objetivo foi sugerir uma alternativa
para a inativagiio da estirpe a qual, muito provavelmente, as aves dos plantéis nacionais
estdo ou sio expostas. Desta forma, seria evitado de se adicionar uma nova estirpe no
ambiente, ou ainda a possibilidade da cepa utilizada nfio conferir protegdo cruzada por
ocasifo de exposi¢io a sorotipos diferentes — PVA- A ou B.

Para ser utilizada como vacina de virus inativado, uma suspenso viral devera atender
alguns requisitos, sendo os mais fundamentais a prova segura de inativagio da particula ¢ a
manutencdo da sua capacidade imunogénica, o que requer integridade das particulas
(SILVA, 1993). Em face aos resultados obtidos para 0 PVA neste estudo, a pressurizagiio
do virus contempla os dois requisitos basicos para formulagdo de uma vacina citada acima.
O uso da pressdo no preparo de vacinas inativadas pode ter algumas vantagens sobre os
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métodos de atenuagdo ou inativagfio quimica. As particulas atenuadas podem reverter apés
um certo tempo € causar a doenga que deveria prevenir. O uso de subunidades tem a
desvantagem de gerar resposta imune menos eficiente do que a gerada pela apresentagdo da
particula integra.

As suspensSes de PVA pressurizadas sdo tdo eficazes quando as particulas ndo
pressurizadas em gerar titulos de anticorpos neutralizantes e para soro converter as aves
protegendo-as de uma possivel doenga quando em contato com amostra virulenta. Na
combinacdo de pardmetros estudados, estas suspensdes poderiam ser utilizadas como

imundgenos para preparagdo de vacinas inativadas para o PVA.
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7 CONCLUSOES

7.1 Conclusdo geral

A alta pressfio hidrostitica aplicada sobre suspensées do PVA em MMEE foi capaz
de produzir particulas inativadas a um nivel ndio reversivel porém imunogénicas o
suficiente para estimular resposta imune similar 4 poduzida em galinhas inoculadas com
amostras virais mativadas quimicamente e com amostras virais virulentas. Os resultados
obtidos neste estudo indicaram que também para o PVA, a alta pressio hidrostatica se
apresenta como alternativa de alto potencial para produciio de vacina inativada. Os
procedimentos de produ¢do das suspensSes inativadas sdo facilmente transferiveis para
escala industrial, uma vez que esta metodologia j4 é utilizada em alguns segmentos da
inddstria de alimentos.

7.2 Conclusées especificas

1. A exposi¢io de amostras do PVA SHS-119-BR por 120 minutos a presséo de
250 MPa foi capaz de reduzir a infectividade da suspensio viral em
concentrag3o inicial 10%° DITC50/mL a nfveis ndio detectaveis de replicagéo;

2. Intensidade ndo elevada de pressio, menor que 300 MPa, & necessaria para
reduzir o titulo infectante de particulas do PVA a um nivel seguramente nio

reversivel;

3. O agente quimico betapropiolactona foi capaz de inativar totalmente (> 7 log)
o PVA SHS-119-BR, em suspensdo com tftulo inicial 10%° DITCse/mL), apés
contato por 120 minutos nas concentragdes de 0,1 a 0,2%;

4. Houve potencializacio do efeito inativante da BPL sobre a suspensdo de PVA
parcialmente inativada por este agente (0,025%) quando exposta a pressdo de
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250 MPa por 20 e por 30 minutos. Com esta combinagdo foi verificada
redugo total na infectividade (>7 log) da suspens3o de PVA em concentragio
inicial de 10%° DITCso/mL;

. Galinhas SPF de 3 semanas de idade inoculadas com amostra de PVA SHS-

119-BR mativada com pressio (250MPa/120 minutos) apresentaram
soroconversio em nivel estatisticamente igual as aves imoculadas com
amostras totalmente inativadas com betapropiolactona (0,1%);

. O padriic de soroconversdio das aves SPF de 3 semanas de idade inoculadas
com amostra de PVA pressurizada padronizada foi estatisticamente igual ao
obtido com aves inoculadas com amostra de PVA selvagem mantidas em
condicBes de biotério. O titulo soroneutralizante obtido para os dois
tratamentos foi da ordem de 7 + 0,4;

. Galinhas SPF de 6 semanas de idade, imunizadas com amostra padronizada de
PVA inativadas com pressio e desafiadas com amostra de PVA selvagem,
apresentaram titulos de anticorpos semelhantes aos obtidos em aves
inoculadas com amostra de PVA ndo inativada. Os titulos médios de
anticorpos soroneutralizantes de 6,5 a 7 foi observado no periodo de 2 a 4
semanas ap6s inoculagio com amostra selvagem para os dois grupos de
tratamentos .
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SUMMARY

Animal virologists are continuously searching for and developing new vaccines in order to
guarantee good health level of herds and to prevent economic loss in bird raising farms. The
swollen head syndrome (SHS) is one of the many respiratory diseases affecting chicken, and it is
associated to a member of Paramyxoviridae, the Avian Pneumovirus (APV). In the work presented
here, it was studied the effect of high hydrostatic pressure on the APV by theanalysis of the
inactivation pattern and mantainance of the virus particle immunogenicity, aiming to assess the
potential use of this physical method in killed virus preparation. It was used a partially purified
APV sample isolated in Brazil. In the first phase, this work aimed to determine the kinectics of
APV inactivation by exposing it from 50 to 300 Mpa followed by the incubation for different times
and a fixed pressure level. The infectivity reduction tests were performed in virro with CER
(Chicken Embryo Related ) cell culture. Results indicated that the exposure of APV samples at a
pressure range from 50 to 300 MPa for 60 minutes, caused a reduction of 0.3 to 4 log (respectively)
in the virus infectivity of the viral suspension with initial concentration of 1 x 10 *5 TICDsy/ml.
When exposed for more than 100 minutes at 250 MPa, the APV suspensions infectivity decreased
>5.5 log cycles. It was observed that the particle inactivation level is dependent incubation time at
different pressure levels. In the second phase, it was determined the immune response pattern
elicited in specific pathogen free 21-day-old chicken after inoculation with APV samples
pressurized for 120 minutes at 250Mpa and the immune response pattern obtained was compared to
the one of chicken inoculated with APV samples inactivated with Betapropiolactone and with those
of chicken inoculated with virulent AVP sample. The soroneutralising antibody titres (determined
with beta soroneutralisation test) obtained for the studied groups indicated that HHP does not
interfere with the immunogenicity of APV particle, since the pressure inactivated virus samples are
capable of generating immune response comparable to that obtzined when the chemically
inactivated APV sample was inoculated to the chicken as well as when virulent APV sample was
inoculated to them (CI 95%). In the third phase, 51-day-old chicken, were kept in an animal farm
for 5 months simulating field conditions. After being imunized with the pressure inactivated APV
samples, the chicken were challenged with virulent APV suspension. The serologic pattern was
determined (ELISA and soroneutralization tests) until the egg laying phase. The seroconvertion data
indicated that the pressurization of APV samples inactivates the virus particle but keeps its
immunogenic functionality enabling it to elicit antibody titres in chicken of similar magnitude of

71



those elicited when the birds are inoculated with native APV samples. The results obtained are in
agreement with those reported by other authors working with attenuated and killed vaccines for the

PVA, strongly suggesting that HHP represents a potential alternative for the production of APV
inactivated vaccine.
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