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REPLICACAO DE SENDAI VIRUS EM CELULAS EPITELIAIS PRIMARIAS DE
CAMUNDONGO (1)
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RESUMO

Células epiteliais primdrias obtidas do trato respiratdrio de camundongos
jovens foram infectadas com o Virus Hemaglutinante do Japéo (IVJ, Sendai
Virus) e, a progénie viral, tratada ou nic com tripsina foi titulada através do
meétodo de Imunofluorescéncia Indireta. A progénie de Sendai Virus obtida de
células epiteliais primdrias de camundongo apresentou um titulo considerdvel,
demonstrando-se que hd ativacfio das particulas virais, capazes de infectar células
LLC-MK-2, nas quais, a progénie viral foi titulada.
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INTRODUCAO

De acordo aos trabalho de HOMMA et al,,
o epitélic bronquial de camundongeos é alta-
mente susceptivel & infeccio por HVJ (He-
magglutinating Virus of Japan, Sendai Virus).
Para confirmar este achado, células primdrias
do trato respiratdrio de camundongos foram
preparadas e infectadas com Sendai Virus mul-
tiplicado em ovo embrionado de galinha e, o

virus produzido, tratado ou nfo com tripsing,

foi testado quanto & infecciio e, titulado atra-
vés da téonica de Imunofluorescéncia Indireta.

MATERJAL E METODOS

Células, Células LYL.CGMK-2 (células de rim
de macaco rhesus) foram cultivadas em Meio
Minimo Essencial (MEM, Nissui Pharmaceutical
. Co, Ltd. Tokyo, Jpn) com 1% de L-glutamina
(Wako Pure Chemical Ind, Ltd. Osaka, Jpn)
e 10% de Soro Bovino. Células epiteliais pri-
mérias foram preparadas pela excisio de tra.
quéia e partes do bronguio de camundongos

Jovens, 4.5 semanas de idade, linhagem Jel:ICR
{Nippon Clea, Osaka, Jpn), tratadas com enzi-
ma e passadas em gradiente de dupla camada,
e o0 sedimento cultivado em MEM D-Valina
(Gibeo Lab., Grand Island, N.Y., U.8.A.), 15%
de Soro Bovino Fetal dialisado (Gibco, Lab.
Grand Island, N.Y., U.S.A.), 2% de Aminosci-
dos Nfo Essenciais e 1% de L.Glutamina em
Salina Fosfatada (PBS).

Estoque de Virus. A cepa Fushimi de Sen-
dai Virus muitiplicado em ovo embrionado de
galinha foi coletada da cavidade corioalantdica,
apos 10 dias de incubacio, inoculado com Sen-
dai Virus previamente ao ferceiro dia de incu-
bacio.

O estoque viral apresentou o titulo de 2,560

'UH/ml (unidades hemaglutinantes por milili-

fro). .

A traquéia e partes do brénguio foram cor-
tados transversalmente entre os anéis cartilagi-
nosos de sua porgic membranosa, lavados em
mejo fresco e digeridos durante 5 minutos por
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agitacio com barra magnética em solugio de
termolisina (Thermolysin protease type X, Sig-
ma Chemical Co., St. Louis, Mo., U.S.A.) (8.080
U/mg de termolisina em solucdo a 0,01% em
0,1 M de TRIS pH 8.0 mais 0.002 M de CalCl.
2H,0) diluida a 1:10 em Saling Fosfatada, pH
7,3. A solugio digerida foi disposta sobre um
gradiente de dupla camada (a camada inferior
foi composta de 5 ml de Salina Fosfatada com
3% de Soro Albvumina Bovina e 9 mg de glu-
cose e 10-M de EDTA; a camada superior con-
sistia de 3 ml de termolising diluida a 1:16 em
Salina Fosfatada como o mesmo usado para
digerir os tecidos), e sedimentado por centri-
fugagio durante 3 minutos a 400Xg. O sobrena.
" dante foi desprezado e sobre as células sedi-
mentadas disposta uma segunda dupla camada
de gradiente sobre a qual mais células digeri-
das foram colocadas. XEste processo foi repe-
tido totalmente por 5 vezes.

As células sedimentadas obtidas foram Ia-
vadas 2 vezes com 10 ml de 1% de Soro Albu-
mina Bovis (Cohn Fraction V, Armour Pharm.
Co., Bioch. Div,, Kankakee, Il, U.5.A)) em
Salina Fostatada e ressuspendida em MEM D-
Valina, Aminodcidos Nac Essenciais e antibio-
ticos (100 U de Penicilina e 100 mg de Estrep-
tomicina}, pH 7,3. O meio de cultivo celular foi
trocado apenas em sua metade do volume, a
cada 2 dias, incubado. a 37°C em uma atmos-
fera de 95% de ar e 5% de CO,.

O meio MEM D-Valina foi usado em subs-
tituicio a MEM L-Valina para que houvesse o
erescimento seletivo de células epiteliais dentre
' populacdoes mistas de células obtidas da tra-
quéia e porgbes do bronquio. E sabido que as
células epiteliais possuem a enzima D.amino-
acido oxidase capaz de metabolizar a D-valina
engquanto outras células, come os fibroblastos,
néo possuem esta enzima.

" As células epiteliais primdrias de camun-
dongo exibindo uma camada Unica apds 4 dias
de semeio foram incculadas com Sendai Virus
obtido de ovo embrionado, a2 uma multipliei-
dade de infeccao (M.OI) 10. As células inocu-
ladas foram incubadas por 1 hora a 37°C, em
uma atmosiera de 95% de ar e 5% de CO,, gén-
tilmente agitadas a cada 15 minutos para dis-
tribuir uniformemente o indculo viral sobre a
superficie da camada celular. Ao fim do perio-
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do de incubacio, o indculo fol desprezado e a
camada celular lavada 3 vezes para remover o
indeulo viral residual. A intervalos de cada 3
horas até 48 horas apods a infec¢do viral, o flui-
do celular foi colhido e o novo meio de cultivo
foi reposto.

Camadas Unicas de células LLC-MK-2 se-
meadas em “Lab-Tek 8 chamber” foram ino-
culadas com as amostras de fluido coletadas
das células epiteliais primdrias infectadas com
Sendai Virus.

Apds 36 horag da inoculaggo, as células fo-
ram testadas pelo método de Imunofluorescén-
cia Indireta usando soro imune de coelho con-
tra Sendai Virus (obtido por hiperimunizacio
de coelho com Sendai Virus purificado) e iso-
tiocianato de Fluoresceina conjugado a antiso-
ro de coelho produzido em cabra (Medical and
Biological Lab., Nagoya, Jpn).

Os fluidos de células epiteliais primdrias
infectadas foram tratadas com ou sem tripsina
(Type III, Sigma Chem., Co., St. Louis, Mo,
U.S.A.) a concentragio de 16 ng/ml e testadas
para infectividade através da Técnica de Imu-
nofluorescéncia Indireta, por contagem de cé-
lulas imunofluorescentes A reagio enzimitfica
foi blogueada- pela adigfio de “Soybean Tryp
sin Inhibitor” (Sigma Chem., Co. St. Louis,
Mo., U.8.A.) aos 6 minutos de tratamento.

A progénie viral obtida de células LLC-MK-
2 infectadas com Sendai Virus foi tratada com
o fluido de células epiteliais primdrias ndo in-
fectadas e examinadas pela Técnica de Imuno-
fluorescéncia Indireta.

RESULTADOS

As células epiteliais priméarias de camun-
dongo infectadas com Sendai Virus apresen-
taram efeito citopdtico 20 horas apds a infec-
cio; as células se fundiram, formando sincicios,
e citoplasma colaborou-se evidenciande o nu-
cleo celular. A camada celular fornou-se ums
rede esgarcada e quebradiga. ApGs 48 horas
de infecgio as células destacaram-se da super-
ficie da microplaca, totazlmente destruidas.

O teste de Hemadsorcio utilizando-se he-
mdcias de galinha foi realizado resultando po-
sitivo. Entretanto as hemaglutininas do flui
do de cultura infectado nfio foram detectadas
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O objetivo deste trabalho foi verificar se
Sendai Virus multiplicado em células epiteliais
primdrias era capaz de reier seu poder infec-
cioso; pode-se concluir que a progénie viral de
células epiteliais primérias de camundongo
apresentaram titulo considerdvel, medido por
Imunoflunrescéneia Indireta em células LLC-
MK:-2, aproximadamente 1,6X106cf/ml (células
fluorescentes por mililitro) e a comparacéo en.
tre a progenie viral de células epiteliais prima-
rias de camundongo, antes e depois do trata-

mento com tripsina nio exibin diferencas sig-

nificativas, demonstrando que a progénie viral
estava em uma forma ativa. (Ver Fig. 1).

WTT{1ar00 ] 1KRD TRAYADO OOM SSPADML,
TOT -~ ] ITRATADG CON TUFRTHL.

Tezcantes.

w o w o

-

Logy pe. L. /md

DOSET INFECTIVA: 1,0 Mule. Infec. ll(}5 o ft/ml)  “celular fluo-

OCORNANCIA
Dz EETD | :
CITOFATICD - - B - e

RAPLICACAD DR EFNTAT VIMS ¥N CELILAS EPFYELTATE PATKAIIAD DE CAMMIOND.

Fig. 1 — Replicagdo de Sendai virus em células epiteliais
primérias de camundongo.

Aparentemente o fluido de células epiteliais
primdrias -de camundongo nfio tem atividade
sobre Sendai Virus inativado obtido de células
LLC-MK-2, embora originado primariamente de
ovos embrionados de galinha.

DISCUSSAO

O Sendai Virus tem 2 tipos de glicoprotei-
na em seu envelope, umsa das quais é eonven-
cionalizada como glicoproteina F. Ao multi-
plicar-se o virus em ovos embrionados, a gli-
coproteina F € clivada em duas subunidades de
glicoproteinas, ¥1 e F2, conferindo o carster
infectivo as partleculas virais.

A progénie viral de linhagens celulares es-
tabelecidas, como LLC-MK-2, Hela e células L
sio defectivas, ou seja, nio produzem progé-
nie viral infectiva, devido a grande quantidade

de glicoproteina F vir em uma forma nfio cli-
vada.

Supde-se que a pertir dos resultados obti-
dos, a progénie viral de células epifeliais pri-
mirizs de camundongo tenha a forma clivada
da giicoproteina F (subunidades Fl1 e F2), sen-
do capaz de infectar células LLC-MK-2. Sabe-
se gue em fluido coricalantdico de ovos em-
brionados e em cédlulas epiteliais do aparelho
respiratorio o mesmo pode ser descrito.

O mecanismo pelo gual a progénie viral
de células epiteliais primdrias de camundongo
s80 ativadas ndo é ainda bem compreendido.
Inicialmente, supunha-se que-as células epite
liais Yberavam no fluido de cultivo, tripsina ou
enzima similar, embora ainda ndo se tenha pro-
vado experimentalmente. Poderia ser suposto
também que as particulas virais sfo ativadas
durante o processo de brotamento através da
membrana celular em presenca de fripsina ou
enzima similar.

SUMMARY

Sendai virus replication in primary epithelial
cells of mice

The Epithelial primary cells harvested
from the respiratory tract of young mice were
infected with HVJ (Hemagglutinating Virus of
Japan, Sendai Virug) and, the progeny virus,
trypsin treated or not, were titrated by the
Indirect Immunofliuorescent Technique. The
progeny virus of HVJ obtained from mouse
epithelial primary cells presented a considera-
ble titer, demonstrating that the viral particles
are activated, being capable of infecting LLC-
MEK-2 cells, in wich, the progeny virus were ti-
trated.
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