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ReEsuMO: Culturas de células EB3, quando inoculadas com Soros humanos
contendo antigeno Austrdlia, produzem interferon ou substincia semelhante
em titulos significativamente mais elevados do que as culturas controle, mdo
inoculadas. As culturas de células EB3 inoculadas com soros humanos nega-
tivos para o antigeno Austrdlia comportam-se de modo idéntico as culturas
controle, no que respeita aos titulos de interferon, ou substdncia semelhante.
Sugere-se o possibilidade daquele efeito poder servir de indicador de uma
possivel interagdo entre as células EB3 e o antigeno Austrdlia.

UNITERMOS: Antigeno Austrdlia (HBs Ag). Interferon. Atividade bioldgica.

INTRODUGCAO

No liquido sobrenadante de culturas ce-
lulares preparadas com as linhagens EBI,
EB2, EB3, ALl e AL2, obtidas de linfomas
de Burkitt, tem-se observado a presenca de
interferon, em titulos variaveis*? 22 25,
As culturas de EB3, com elevada percen-
tagem de células infectadas com virus EB,
sdo as que apresentam titulos mais baixos
de interferon, observagio ji {feita por
Swart e Young?®, Também em culturas
de leucécitos humanos, infectadas por di-
ferentes virus, tem sido possivel eviden-

ciar a produgio de interferon®?® % S %
12, 17, 18, 19, 21, 23, 24, 26

s ©s

O trabalho de Carver e Seto® mostra
que culturas de fibroblastos humanos, de-
pois de submetidas a estimulagio com so-

ros humanos contendo antigeno Austrélia,
tornam-se refretirias & multiplicagdo do
virus da doenca de Newcastle. Este es-
tado refratario era inibido pelo soro an-
ti-antigeno Austrilia. Idéntica observa-
¢do foi feita por Berthold e col. *.

O presente trabalho descreve a aparen-
te modificagdo no padrdo de producio de
interferon, ou substdncia semelhante, em
culturas de células EB3 estimuladas com
soros humanos positivos para o antigeno
Austrélia,

MATERIAL E METODOS

Soros humanos — Foram testados 20
soros humaanos com a seguinte distribui-

* Trabalho realizado com auxilio da Bolsa de Estudo 3.730/71, concedida pela Coordena-
cio do Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

** Do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&0 Paulo — Cidade Universitaria — S&o Paulo, SP — Brasil
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¢do relativa dos titulos fixadores do com-
plemento para o antigeno Australia: 10
soros negativos; 2 soros com titulo 8 e
32; 2 soros com titulo 256; 5 soros com
titulo 1.024 e 1 soro com titulo 2.048.

Culturas celulares — Utilizou-se a li-
nhagem L645 de células embrionarias de
pulmdo humano cultivadas em meio de
crescimento de FEagle, preparado em so-
lugio de Farle, com concentragio dupla
de vitaminas e aminodcidos, suplementado
com glutamina a 3% e 10% de soro fetal
bovino; este meio foi ainda adicionado de
bicarbonato de sédio a 8,8% e antibi6ti-
cos. A linhagem EB3 foi cultivada em
meio basal de Fagle, também preparado
em solucdo de Earle e adicionado dos mes-
mos suplementos referidos para a cultura
de células 1645, com excecio do soro fe-
tal bovino, utilizado na concentracio final
de 25%. As culturas de EB3, a serem
estimuladas com soros humanos, foram
incubadas a 37°C, durante 24 horas, em
atmosfera de 5% de CO., com uma con-
centracio celular de 1 — 3 x 10¢ células
por ml de meio; o meio de Eagle usado
para esta finalidade era pré-incubado du-
rante 7 dias a 37°C, antes de usado, para
se conseguir a deplecdo de arginina %%,

Virus — Utilizou-se como “‘challenge
virus” a cepa Indiana de virus da esto-
matite vesicular, cuja titulagio, segundo
técnica de Dulbecco ”, foi feita em pla-
cas plasticas de Petri, de 60 mm, apés
diluicide em Hanks BSS. Na titulacio
do interferon foram utilizadas 50 PFU/0,5
ml,

Produgiio de interferon — O interfe-
ron, ou substdncia semelhante, produzida
nas culturas de EB3, apés estimulagfo,
era titulado, depois de 24 horas de incuba-
cdo das culturas com 2 ml de soro hu-
mano ndo diluido, para cada 10 ml de
meio. Passado este tempo, o sobrenadan-
te das culturas EB3 era clarificado por
centrifugagio a 1.500 r.p.m. durante 30
minutos e dialisado contra tampdo de gli-
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cina-HCl pH=2, durante 24 horas, a 4°C
para eliminar antigeno Australia residual;

seguia-se nova diadlise contra PBS
pH=7,5, durante 48 horas, a 4°C.
Titulagio do interferon — O interfe-

ron, ou substdncia semelhante, produzida
nas diversas culturas EB3 estimuladas,
ap6s o tratamento referido anteriormente,
foi titulado em cultura de células L1645,
pela téenica de redugio do nimero de pla-
cas, usando-se o virus da estomatite vesi-
cular, como “challenge virus”: culturas
L645, em camada simples, foram incuba-
das, de um dia para o outro, com 2 ml de
dilui¢Ges seriadas do liquido sobrenadan-
te das culturas EB3 e lavadas, duas vezes,
com PBS; em seguida adicionava-se a
cada placa 0,5 ml de suspensio de virus
contendo 50 unidades formadoras de pla-
cas; depois de decorrido o periodo de ad-
sorpcdo de 60 min.,, & temperatura am-
biente, retirava-se o inéculo e cobria-se
a cultura com 5 ml de meio de Eagle,
com dupla concentracdo de vitaminas e
aminoacidos, glutamina a 3%, 5% de
soro fetal bovino, bicarbonato de sédio
a 8,8% e antibidticos e 1% de agar; a
segunda camada de meio contendo verme-
lho neutro era adicionada depois de 24
horas e a titulagdo feita 48 horas apés
a adi¢do do “challenge virus”. Os titu-
los do interferon s@o expressos pela reci-
proca da mais alta dilui¢do capaz de re-
duzir o nimero de placas ocasionadas pelo
virus da estomatite vesicular de 50%

(PDDyo/2 ml).

RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentados os titulos
de interferon, ou substincia semelhante,
obtidos no sobrenadante de diversas cul-
turas EB3, ndo submetidas a qualquer es-
timulo com soros humanos. No total de
39 testes realizados com dez culturas di-~
ferentes obtiveram-se resultados, cujas
médias geométricas dos titulos (PDD;,/2
ml) sdo semelhantes. Na Tabela 2 apre-
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T-ABELA 1

Titulos de interferon, ou substincia semelhante, no sobrenadante de culturas EB3

Titulo

Cultura n.c Namero de testes

interferon Média geométrica *

(PDDs/2 ml) (G)
1 4 < 2 — 2 1.2
2 4 < 2 — 2 12
3 4 < 2 — 4 1.4
4 4 < 2 — 2 1,4
5 4 < 2 — 2 1,2
6 4 2 2,0
7 4 < 2 — 4 2.0
8 4 < — 2 12
9 4 2 20
10 3 < 2 — 2 14

*  Para célculo da média geométrica, os titulos de wvalor < 2 foram considerados como de

valor igual a 1.

sentam-se os resultados obtidos apds esti-
mulacdo das culturas EB3 com soros ne-
gativos e positivos para o antigeno Aus-
tralia, em funcio da reacdo de fixacdo do
complemento. O significado dos titulos
fixadores de complemento para o antige-
no Austradlia. em termos de nimero de
particulas presentes, ndo fol considerado,
mas os resultados obtidos parecem ser sig-
nificativos. Analisando as médias geomé-
tricas dos titulos (PDD;,/2 ml), pode
ver-se que, enquanto com 0s £0ros nega-
tivos os resultados sio semelhantes aos
referidos na Tabela 1, com soros positi-
vos, particularmente, com titulos maiores
que 256 as médias geométricas sdo muito
mais elevadas do que as obtidas com as
culturas EB3 ndo inoculadas, que serviram
de controle.

Considerando-se que a distribuicao dos
valores das médias geométricas dos titu-
los (PDD;o/2 ml) tém distribuigdo nor-
mal, realizaram-se testes para o coeficien-
te de correlacio a fim de se verificar se
as mesmas podiam ou nfo ser considera-
das independentes, quando comparados en-
tre si. Tomou-se cada valor da média
geométrica como uma medida de cada

cultura (Tabela 1) e de cada soro (Ta-
bela 2) e adotou-se um nivel de signifi-
cancia de «=0.05. Neste nivel, os tes-
tes para o coeficiente de correlagio entre
as médias geométricas dos titulos obtidos
nas culturas controle e dos obtidos nas
culturas inoculadas com soros negativos,
do mesmo modo que os testes entre as mé-
dias geométricas dos titulos obtidos nas
culturas controle e dos obtidos nas cultu-
ras inoculadas com soros positivos resul-
taram na aceitagdo da hipétese de que as
varidveis em questdo ndo sdo correlatas.
Assim sendo, realizaram-se os testes de
médias entre os valores acima referidos,
usando-se das especificacoes do teste de
médias de duas populages independentes,
com desvios padrdes desconhecidos e nao
supostamente iguais. Nestas condigdes
nfo existem diferengas estatisticamente
significantes entre as médias geométricas
dos titulos de interferon, ou substincia
semelhante, obtidos nas culturas ndo esti-
muladas e nas estimuladas com soros hu-
manos negativos; pelo contririo, compa-
rando-se os valores obtidos nas culturas
EB3 nio estimuladas, com os obtidos nas
estimuladas com soros positivos as diferen-
cas sdo estatisticamente significantes.
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TABELA 2

Titulos de interferon, ou substadncia semelhante, no sobrenadante de culturas EB3
inoculadas com soros humanos

Soro n.e Numero de

Titulo antigeno Au:

1

Titulo interferon 'Média geométrica *

testes (FC) i (PDD:0/2 ml) (G)
|

1 4 0 <2 — 4 1,4
2 4 0 <2— 2 1.2
3 4 0 4 4,0
4 4 0 2 — 4 2,4
5 4 0 <2— 2 14
6 4 0 2 2,0
7 4 0 2— 4 2,4
3 4 0 <2— 4 1,7
9 4 0 <2 — 2 1.2
10 4 0 <2 — 4 2,0
11 3 8 4 — 8 5.0
12 4 32 4 — 8 4,8
13 3 256 8 8,0
14 4 236 4 — 8 6,7
135 3 1.024 8 — 16 127
16 3 1.024 16 16,0
17 4 1.024 4 — 16 9,5
18 4 1.024 8 — 16 13,5
19 4 1.024 16 16,0
20 4 2.048 8 — 16 11.3

* Para céalculo da média geométrica, os titulos
valor igual a 1.

DISCUSSAO

A solugdo do problema da multiplica-
cdo do virus da hepatite tipo B tem sido
tentada dentro de diversas perspectivas.
As observacbes de Hirschman e col. ¢
e as de Maynard e col. ?* sobre a ocor-
réncia de antigeno Australia e anticorpos
especificos no soro de chimpanzés, suge-
riram a possibilidade de ser estudada a
hepatite de longo periodo de incubacdo,
através da inoculacdo experimental des-
tes animais. No entanto, os casos de he-
patite que ocorrem naturalmente em cerca
de 309 dos referidos animais, parecem
restringir o seu uso, como modelos ade-
quados para o estudo em causa. O apare-
cimento de técnicas mais sensiveis como
o radioimunoensaio poderdo abrir cami-
nho para a experimentacdo em outros sis-
temas animais °,

Um outre &ngulo sob o qual tem sido
tentada a solucdo do problema da multi-
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de wvalor < 2 foram considerados como de

plicacdo do virus da hepatite tipo B é a
utilizacdo de culturas celulares ou culiu-
ras de fragmentos de dérghos. As obser-
vagbes feitas por Zuckerman *7 de que cul-
turas de células hepaticas de embrido hu-
mano, quando inoculadas com {fracgtes
purificadas de soros humanos, contendo
antigeno Australia, apresentavam altera-
¢bes citoplasmica, foram confirmadas por
Brighton e col.*. Em trabalho posterior,
Zuckerman e col. ** conseguiram obter, em
culturas de fragmentos de figado embrio-
nario humano, evidéncia da multiplicagdo
do virus da hepatite sérica, mediante de-
terminacdo dos titulos fixadores de com-
plemento do liquido sobrenadante das
culturas para o antigeno Australia. Re-
sultados encorajadores ja tinham sido con-
seguidos, anteriormente, em culturas de
fragmentos de figado de embrido huma-
no, por Zuckerman?. A irregularidade
de aparecimento do efeito citopatico em
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culturas de células embrionarias inocula-
das com soros humanos contendo antigeno
Austrilia, levou ao uso de marcadores,
como o referido antigeno, capazes de ser-
vir como indice da multiplicagdo viral,
e a utilizacio de outros indices, Carver
e Seto , aproveitando o fenémeno da he-
madsorpgdo de heméicias de bovinos em
culturas inoculadas com virus da doenca
de Newcastle, verificaram que o tratamen-
to prévio destas culturas, com soros con-
tendo antigeno Austrilia interferia com
a subseqiiente hemadsorpgio, efeito este
neutralizado pelo soro anti-antigeno Aus-
tralia. Os mesmos autores, no entanto,
consideram ser necessario desenvolver ex-
periéncias adicionais antes de responsabi-
lizar o virus da hepatite tipo B pelo fend-
meno observado. Berthold e col.® veri-
ficaram que o soro de pacientes com
hepatite do tipo B era capaz de induzir
o aparecimento de interferéncia intrinse-
ca®®, em culturas dipléides de fibroblastos
humanos, para o virus da doenga de New-
castle.

Recentemente Barinsky e col.?, estu-
dando a natureza do antigeno Australia,
parecem ter demonstrado a auséncia de
atividade biolégica deste antigeno em cul-
turas de leucécitos humanos, o que estd
em contradicio com nossos resultados pre-
liminares.

Os resultados por nés obtidos sugerem,
no entanto, que o sistema celular EB3
parece poder ser utilizado para demons-
trar uma provavel interacio com o an-

tigeno Australia, através da titulacdo
do interferon, ou substdncia semelhante,
produzida apds estimulagio com soros
humanos positivos para aquele antigeno.
E evidente a altera¢fo do padrdo de pro-
dugdo de interferon, ou substincia seme-
lhante, pelo sistema EB3, apés a estimu-
lagdo. Nossos resultados adquirem parti-
cular interesse se considerarmos as con-
digdes em que a estimulacdo foi {eita,
usando células EB3, com elevada concen-
tracdo de virus enddgeno, em que a pro-
dugdo de interferon estd prejudicada, A
adicio de soros humanos positivos para
o antigeno Australia parece ter alterado
a relagfio inversa existente entre os niveis
de interferon ¢ o conteido de virus endé-
geno, fendémeno ji observado por Swart
e Young?® e que pudemos confirmar em
nossas experiéncias. O significado destes
resultados nfo é no entanto compreendi-
do, nfio sendo possivel concluir sobre que
mecanismo seria responsivel pela diferen-
te interacdo entre os soros negativos e os
soros positivos para o antigeno Austrilia
e o sistema EB3. S&o0 necessirias expe-
riéncias adicionais no sentido de ampliar
e esclarecer estes resultados preliminares.
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CANDEIAS, J. A. N. — [The interferon or interferon-like substance production
of EBS3 cells after inoculation with human sera containing Australic antigen].
Rev. Satde publ,, S. Paulo, 9:409-15, 1975.

SUMMARY':

The production of interferon or an interferon-like substance

by EB3 cell cultures exposed to human sera containing Australia antigen is
described. The normal pattern of interferon production by EB3 cells not ino-
culated with human sera is modified, after exposure to human positive sera
for Australia antigen and it is suggested that this modification may provide
a criterion for interaction of Australia antigen and EBS3 cells.

UNITERMS: Antigen, Australia.

Interferon.

Biological activities.
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