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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a agua de coco no cultivo primario de células

da membrana sinovial caprina (MSC) infectadas ou ndo com o Virus Maedi Visna.
Para isto as células foram cultivadas, no experimento 1, em meio controle e testes
M; M2, M3 com diferentes concentracbes de agua de coco e Meio Essenciais
Minimo (MEM). No experimento 2 as células foram mantidas em MEM (controle),
agua de coco in natura (T4); agua de coco com pH 7,5 (T,); com osmolaridade de
275 mOsm (T3) e com pH de 7,5 e osmolaridade de 270 mOsm (T4). Nestes
experimentos foram adicionados Soro Fetal Bovino, glutamina e antibidticos. Em
seguifa, cultivados por até 120 horas, incubadas com azul de tetrazélio (MTT) e lidas
no espectrofotdmetro. O experimento 3 utilizou microplacas contendo monocamada
subconfluente de células da MSC infectadas com o virus Maedi-Visna cepa K1514.
Neste experimento as células foram cultivadas em meio controle e teste G1, Gg, Gg,
G4 contendo diferentes concentragcdes de MEM e agua de coco, e suplementados
com 2 % SFB, glutamina e antibioticos. As microplacas foram mantidas por um
periodo de até 7 dias. Depois, foram coradas pelo método de May-Grumwald e
Giemsa, respectivamente, nos dias 2, 3, 5 e 7 apds a inoculagédo para visualizar o
efeito do virus nas células de MSC. O controle do experimento 1 apresentou uma
maior absor¢ao de MTT assim como um maior crescimento celular. Nos meios testes
M; e My, houve um crescimento satisfatorio das células mantidas durante os 5 dias
de cultivo. No experimento 2 houve degeneracdo da monocamada celular em 48
horas em todos os tratamentos. Na inoculacéo viral, experimento 3, foi observado no
controle a producao de efeito citopatico caracteristico de sincicio e nos meios testes
G2 e Gz destruicao da monocamada celular apés o 4° dia de inoculacdo. Em
conclusdo, a agua de coco pode ser utilizada na propor¢éao de 1:1 com MEM para o
crescimento das células de MSC por um periodo de até 5 dias. Além disso, na
concentracao de até 50% de agua de coco no meio o Virus Maedi Visna foi capaz de
manter sua capacidade de replicagao por um periodo de até quatro dias.
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ABSTRACT

The present paper had the objective to evaluate the coconut water on the primary
cultivation of cells of the Caprine Synovial Membrane (CSM) infected and not by the
Maedi Visna Virus Strain K1514. In order to do this the cells were cultivated, on the
experiment 1, with control MEM and different concentrations of Coconut Water and
MEM: My, Mz, M3. On the Experiment 2 the cells were kept in MEM (control), coconut
Water in natura (T1); coconut water with pH 7,5 (T); with osmolarity of 275mQOsm (T3)
and pH of 7,5 and osmolarity 270 mOsm (T4). In These experiments were
supplemented with Fetal Calf Serum (FCS), glutamine and antibiotics. Later
cultivated for up to 120 hours, incubated with Tetrazolium Blue (MTT) and observed
on the spectrophotometer in a wavelength of 600nm. On the experiment 3, it was
utilized microtiter plates containing subconfluent monolayers of the cells from CSM
that were infected by MVV and then kept in media with Coconut Water G and
different concentrations of Coconut Water and MEM: Go, G3, Gg4, later, supplemented
with 2% FCS, glutamine and antibiotics. On the experiment 3 the microtiter were
sustained for a period of up to 7 days, where a plate stained with May-Gruwald e
Giemsa on days 2,3,5 and 7 after the inoculation to visualize the viral effect on the
cell CSM. The MEM control presented, on the experiment 1, a greater absorption of
MTT and happened a satisfactory growth of the cells kept on the test media M; and
M, during the 5 days of cultivation. On the experiment 2, happened degeneration of
the cell monolayer in 48 hours in all the treatments realized on this experiment. On
the viral inoculation, it was observed in control (MEM + 2% of FCS) a production of
cytopathic effect proper of syncytium of the virus in the media tests G, and Gj
destruction of the monolayer after the 4™ day of inoculation. Concluding, the coconut
water can be utilized in the rate of 1:1 with MEM to the growth of the cells of CSM for
a period up to 5 days. Moreover, the concentration up to 50% of coconut water on the
Maedi Visna Virus was capable to keep its capacity of replication for a period up to 4
days.
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1. INTRODUCAO

Células embrionarias e de tecido de animais adultos podem ser cultivados in
vitro desde que acrescidos de nutrientes adequados. Para o cultivo de células de
mamiferos, os meios devem possuir glicose, aminoacidos, vitaminas, soro fetal
bovino, sais minerais, fatores de crescimento, antibiéticos e um indicador de pH, que
€ normalmente o vermelho de fenol (ALBERTS et al, 1997). Contudo, ha no
mercado meios elaborados especificamente para cultivar um determinado tipo de
célula. Estes meios sdo caros e seus componentes normalmente importados o que
inviabiliza o uso rotineiro de cultivo celular. Havendo, portando uma necessidade de
utilizar meios alternativos, praticos e de facil obtencao.

A agua de coco surge como uma op¢ao por ser uma solucao natural estéril que
apresenta em sua constituicdo compostos que poderiam ser utilizados pelas células.

A producao brasileira de coco ocupa aproximadamente uma area de 300 mil
hectares onde o nordeste brasileiro concentra as maiores plantacées do pais
contribuindo com cerca de 96% da producédo nacional (LAGUNA & NUNES, 1992).
Além disso, a agua de coco apresentou bons resultados na area biomédica e nas
biotecnologias da reproducdo, podendo ser utilizada em cultivos de bactérias e de
virus vegetais.

Um virus que vem merecendo destaque em nossa regido e, que nao foi
suficientemente explorado, € um RNA virus, pertencente a familia Retroviridae e
género Lentivirus, denominado de Maedi-Visna. Este virus causa a Pneumonia
Progressiva, podendo apresentar um quadro nervoso, mamite e artrite com longo
periodo de incubacdo em ovinos e caprinos de ambos sexos, todas as racas e
idades (HAASE, 1986). O diagndéstico desta enfermidade baseia-se, sobretudo, em
testes laboratoriais, sendo o diagnostico soroldgico rotineiramente usado o da
técnica de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA). Para a complementacdo do

mesmo faz-se necessario o isolamento do virus em cultivo de células.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Agua de coco

A agua do fruto Cocos nucifera representa aproximadamente 25% do peso
total. Ela €& uma solucdo natural estéril e acida, composta de sais minerais,
acucares, proteinas, fatores de crescimentos e gorduras neutras, apresentando
constituintes semelhantes aos meios comerciais de cultivo de células animais
(MARQUES, 1979, NUNES, 1997), como mostra o quadro 1 e 2. Contudo, a sua
composigao e volume mudam consideravelmente durante o processo de maturagao
e germinacao do fruto (CHILD, 1964; FREMOND et al., 1966).

Quadro 1. Composicao da agua de coco maduro

1. Aminoacidos ug/mL 2. Acucares Mg/mL
Aspartico 54 Sacarose 8,6
Glutamico 78,7 Glicose 2,46
Serina 65,8 Frutose 2,51
Glicina 13,9 3. Vitaminas mg/mL
Asparginina 10,4 Acido nicotinico 0,64
Treanina 26,3 Acido pantoteico 0,52
Glutamina 1771 Biotina 0,02
Alanina 13,4 Riboflavina 0,01
Lisina 22,5 Acido Félico 0,003
Argenina 16,8 Tiamina e Piridoxina Tragos
Prolina 21,6 4. Minerais mg/100mL
Valina 21,6 Potassio 312,0
Leucina 15,1 Cloro 183,0
Fenilalanina 10,2 Saédio 105,0
Tirosina 3,1 Fosforo 37,0
Aminobutirico 168,8 Magnésio 30,0
Homoserina 5,2 Enxofre 24,0
Histidina Tracos Ferro 0,10
Metionina Tragos Cobre 0,04
Hidroxido Prolina Tragos Célcio tragos
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Quadro 2. Comparacao dos constituintes entre a agua de coco de frutos imaturos da
variedade and com o Meio essencial minimo Eagle.

1. Aminoacidos | Agua de coco | MEM - Eagle 2. Acucares Agua de coco | MEM - Eagle
Cisteina Ausente Presente Sacarose Presente
Aspartico Presente Ausente Glicose Presente
Glutamico Presente Ausente Frutose Presente Presente
Serina Presente Ausente
Glicina Presente Ausente 3. Vitaminas
Asparginina Presente Ausente Tiamina Tracos Presente
Treonina Presente Presente Acido nicotinico Presente Presente
Glutamina Presente Ausente Acido pantoteico Presente Presente
Alanina Presente Ausente Clorido de colina Ausente Presente
Lisina Presente Presente Biotina Presente Presente
Triptofano Ausente Presente Riboflavina Presente Presente
Argenina Presente Presente Acido Félico Presente Presente
Prolina Presente Ausente I-Inositol Ausente Presente
Valina Presente Presente Piridoxina Tracos Presente
Isoleucina Ausente Presente
Leucina Presente Presente 4. Minerais
Fenilalanina Presente Presente Potassio Presente Presente
Tirosina Presente Presente Cloro Presente Presente
Aminobutirico Presente Ausente Saodio Presente Presente
Homoserina Presente Ausente Foésforo Presente Presente
Histidina Tragos Presente Magnésio Presente Presente
Metionina Tragos Presente Enxofre Presente Presente
Hidroxido Prolina Tragos Ausente Ferro Presente Presente
Cobre Presente Presente
Calcio tracos Presente
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A 4gua de coco imaturos com até cinco meses de idade contém substancias
que induzem a diferenciacdo das células em estado de dorméncia (VAN
OVERBEEK, 1942; LAGUNA, 1996). O principio ativo destas substancias apresenta
propriedades semelhantes as auxinas e citocininas que regulam o crescimento e
estimulam a divisdo celular nas plantas, fungos, algas, e alguns protozoarios
(PREVOT, 1968). Ha na agua de coco outros compostos que possuem boa atividade
biologica, sendo considerados excelentes para as células animais. Dentre estes
compostos estar a 1,3 difeniluréia, que é um derivado da purina (METIVER, 1979).

Na india, DUA & CHAMDRA (1993) isolaram e identificaram na agua de coco
varias citocininas enddgenas, auxinas (acido 3-idolacéitco) e duas giberelinas, todas
sao substancias promotoras de crescimento.

FERRI (1979) estudando varios extratos e sucos, observou que a agua de coco
demonstrou melhor atividade na divisdo celular, devido a presenca de fatores
necessarios ao crescimento de tecidos cultivados in vitro. NUNES & COMBARNOUS
(1994) isolaram o &cido 3-indol-acético, uma auxina e observaram uma agao
benéfica sobre a motilidade e porcentagem de espermatozéides méveis em sémen
de caprinos e ovinos .

Na boténica, a dgua de coco tem utilizagdo pratica na producédo de orquideas
por clones (PREVOT, 1968); atua na cultura de tecidos vegetais , induzindo a divisao
celular; pode ser usada para o desenvolvimento de meristemas vegetais e florais e,
ainda, como fornecedora de fatores de crescimento para cultivo de tecidos
destinados ao estudo de virus fitopatogénicos (De MARTIN et al., 1980).

Na microbiologia a agua de coco pode ser utilizada como meio sélido (2-3%
de Agar-agar) ou liquido no cultivo fungos causadores de micoses pulmonares,
fungos fitopatogénicos e leveduras; serve, também, como um bom meio de
crescimento para bacterioides, bactérias fitopatdgenicas, bacilos lacticos e quando
alcalinizada para a multiplicacdo de bactérias intestinais. E, também, pode funcionar
como diluente na produgdo da vacina de Newcastle (DARMINTO et al., 1994). J&
em parasitologia, observou-se que as larvas da mosca das frutas se desenvolviam
bem em tubos com Agar agua de coco (PICADO, 1942).
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Em cultivo de células animais a agua de coco diluida em salina Hanks foi
satisfatéria na manutencao de células renais de humanas (SCHATZMAYR et al.,
1970). NOGUEIRA & VASCONCELOS (2000) observaram que a agua de coco
obteve resultados significativos na conservacao de cérneas de coelhos durante 14
dias. Quando utilizada nas biotecnologias da reproducdo, a agua de coco apresenta
bons resultados como diluidor de sémen caprino (NUNES, 1997), ovino (SOUSA et
al., 1994), suino (TONIOLLI, 1989) e canino (MONTEZUMA et al., 1994). Tem boa
atividade crioprotetora em sémen de humanos (CONTI, et al., 1997) e caninos
(CARDOSO et al., 2002). E eficiente em preservar os foliculos pré-antrais por um
periodo de 24 horas (SILVA et al., 2000); capaz de prolongar a sobrevivéncia do
sémen de abelha por até 5 meses aumentando o aproveitamento em até 30%
(CAMARGO, 1978) e funcionar como meio de cultivo e crioprotetor de embrides de
murineos (BLUME, 1994).

2.2 Fibroblasto

No inicio de 1900 demonstrou-se que células embrionarias e de tecido de
animais adultos poderiam ser cultivados in vitro desde que acrescidos de nutrientes
adequados (HOLTZAM & NIVIKOFF, 1985). Uma das células que vem sendo
utilizada em cultivo sdo os fibroblastos. Elas pertencem a um grupo de familia
denominada de células do tecido conjuntivo. Os fibroblastos sdo os mais humerosos
deste tecido, sendo responsaveis pela producdo de substancias intercelulares como
fibras e substancia fundamental amorfa do tecido conjuntivo (PROVENZA, 1974);
tem habilidade de isolar e reparar tecidos lesados e como é uma das células menos
especializada é capaz de interconvesao, diferenciando-se em outras células do
mesmo grupo (ALBERTS et al., 1991).

Morfologicamente, sdo células grandes, achatadas, freqiientemente ovdides ou
fusiformes, com processos ramificantes e nucleos ovais ligeiramente achatados
(BAILEY, 1982, YU et al., 2003). Alguns investigadores denominam de fibroblasto a
célula em plena atividade e de fibrécito as células relativamente inativas

(COMARCK, 1984). Devido as suas caracteristicas as células fibroblasticas tém tido
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grande importancia na biologia molecular e medicina preventiva, pois podem ser
utilizadas para o estudo do ciclo e apoptose celular (YU et al., 2003); na manutencao
e proliferacdo em cultivos do virus da Aujezsky (ZANG et al.,, 1996), no estudo do
Poxvirus, servir como meio de crescimento para o virus da doenca de Newcastle na
producédo de vacina (CUNNINGHAM, 1971), no cultivo de microsporideo (THOMAS
et al., 1997), estudo da infeccao in vitro de tripomastigotas do Trypanossoma cruzi
(HENRIQUEZ et al., 1981), na producdo de taquizoitos em cultivos de Toxoplasma
gondii, no isolamento e cultura da bactéria Borrelia burgdoferi (TYLEWSKA &
CHMIELEWSKI, 1997). Em co-cultivo tem sido utilizada com células mononucleares
do sangue periférico para avaliar a sua habilidade de estimulacao (PAKALA &
BENEDICT, 1999), com células mastoides para formular, in vitro, um modelo de
estudo da psoriase (LEVI-SCHAFFER et al., 1995). Usadas na deteccao de agentes
infecciosos (GENDELMAN et al., 1985) e ainda para o isolamento e producédo de
antigeno no diagnéstico sorolégico de lentivirus de pequenos ruminantes (ABREU
et. al., 1998).

2.3 Virus Maedi-Visna

O Maedi-Visna é um RNA-virus de fita simples, ndo oncogénico que pertence
a familia Retroviridae, subfamilia Lentivirinae e género lentivirus (CONFFIN, 1996).
Integram este grupo: os virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1 e HIV-2); da
Imunodeficiéncia Simian (SIV) (LETVIN et al., 1987); da Imunodeficiéncia Felina
(FIV) (PEDERSEN et al., 1987); da Imunodeficiéncia bovina (BIV) (VAN DE MAATEN
et al., 1972); da Doenca de Jembrana (DJV) (WILCOX, 1997); da Anemia Infecciosa
Equina (AIEV); da Artrite Encefalite Caprina-(CAEV) (CRAWFORD et al, 1980)
Maedi-visna (MVV) (SIGURDSSON, 1954).

2.3.1 Historico

O virus Maedi-visna foi descrito pela primeira vez em 1954, SINGURDSSON E
COLABORADORES (1960) em rebanhos Islandeses causando pneumonite
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intesticial progressiva e crénica (Maedi) e também, em alguns animais, uma
leucoencefalomielite (Visna). Esta doenca foi observada, mais tarde, em outras
regibes do mundo, sendo a sindrome respiratéria de maior prevaléncia. Varios
nomes foram dados a esta enfermidade tais como: ZWOERGERZIEKTE na Holanda
(DE BOER, 1975; HOUWERS, 1985), JAAGSIEKTE na Africa do Sul (VERWOERD
et al., 1983) e Doenca Pulmonar de Montana ou Pneumonia Progressiva Ovina
(PPO) nos Estados Unidos (CUTLIP et al., 1976).

2.3.2 Estrutura virica

O Maedi-Visna como os demais lentivirus sao particulas esféricas, envelopadas
com aproximadamente 100 nm de didmetro com nucleo codnico e denso, no qual
estdo inseridas duas moléculas idénticas de RNA fita simples, uma molécula de
transcriptase Reversa dependente de Mg®* e proteinas do nucleocapsideo (GONDA
et al,, 1986). O envelope estd associado covalentemente com as glicoproteinas
transmembranarias (TM) e de superficie (SU). Outra estrutura presente na particula
viral € a matriz que esta situada entre o capsideo e o envelope (PEPIN et al., 1998)
(Figura 1).

Diametro = 100 nm

Glicoproteina de
superficie

Proteina ]
ansmembranaria

. Matriz protéica

Envelope

RNA
Capsideo

Figura 1. Esquema da particula lentiviral (retirado do site
www.virology.net, produzido por Russell Kightley,
Australia e adaptado de Coffin, 1996).
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Figura 2: Estrutura dos provirus dos lentivirus CAEV, Maedi-Visna e
HIV-1 (CLEMENTS & PAYNE, 1994).

A estrutura genética virica possui regides que codificam proteinas, sao elas: o
gene gag, que codifica as proteinas internas nao-glicosiladas com determinantes
antigénicos especificos, da matriz, do capsideo e as nucleoproteinas; pol,
responsavel por codificar as enzimas transcriptase reversa ou polimerase, proteases,
integrases e UTPases e env, que codifica as glicoproteinas do envelope, SU, e a TM
(QUERAT et al., 1990). Em adicao, ha regides com os genes acessoérios como tat,
essencial para a inducdo da patogenia e Rev e vif que participam da replicacao viral
(HARMACHE et al., 1995 e 1998; CLEMENTS & ZINK, 1996) (Figura 2).
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2.3.3 Replicacao viral

Os lentivirus de pequenos ruminantes penetram na célula por fusdao da
membrana plasmatica celular rompendo-a parcialmente. O RNA é copiado pela
transcriptase reversa, gerando um DNA de fita dupla que podera integrar — se ao
genoma celular pela acéo das integrases e LTRs virais (HAASE et al., 1974). Apés a
integracdo do genoma, a célula pode produzir o virus ou permanecer latentemente
infectada com baixa ou nenhuma expressao viral (FIELDS et al., 1996). No caso de
expressao ativa do virus, ocorre a transcricdo com producao RNAm(s) que serao
codificados no citoplasma para a producéo de proteinas reguladoras. O estagio final
do ciclo envolve a reunido dos produtos dos genes estruturais, incorporacao do RNA
gendmico as particulas viricas e aquisicao do envelope viral, que em macroéfagos é
obtido pelo brotamento de vesiculas citoplasméaticas, rompidas com o0 excesso de
particulas virais. Nos fibroblastos, o envelope é obtido pelo brotamento da membrana
plasmatica. A Figura 3 demonstra a replicacao dos lentivirus.

Novo RNA DNA pré-viral

gendmico viral

RNAm viral Nuicleo celular

Figura 3: ciclo de replicacao do retrovirus (retirado do site
www.virology.net, produzido por Russell Kightley, Australia e
adaptado de Coffin, 1996).
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O virus Maedi-visna infecta ovinos e caprinos tanto naturalmente como
experimentalmente (BANKS et al., 1983; OLIVER et al., 1985; DICKSON & ELLIS.
1989; LEROUX et al.,, 1995, CASTRO et al, 1999). Ele infecta in vivo células da
linhagem de mondcitos e macréfagos (NARAYAN & CLEMENTS, 1989), contudo ja
foi demonstrada a presenga de RNA, DNA e proteinas virais em outros tipos
celulares (GEORGSSON et al., 1989; STASKUS, 1991), incluindo linfécitos, células
do plasma, células endoteliais, fibroblastos e neuroglias (PETURSSON et al., 1991),
In vitro, estes patégenos podem replicar-se em cultivos de células fetais do plexo
cordide (SIGURDSSON et al., 1960), baco, timo, lifonodo escapular (NARAYAN et
al., 1980), membrana sinovial caprina (CRAWFORD et al, 1980), do musculo
cardiaco (LEROUX et al.,, 1995), tecido epitelial (LEE et al., 1996), de linhagens
fibroblasticas caprinas imortalizadas (TEIXEIRA et al., 1997) e células dendriticas
(RYAN et al., 2000).

2.3.4 Sintomatologia e transmissao

Os animais infectados pelo MVV apresentam perda de peso gradual com
desenvolvimento de dispnéia, artrite (WATT et al., 1994), mamite e em alguns casos
de ataxia e paralisia culminando com a morte do animal sem que haja a presenca de
uma imunodeficiéncia severa (WEISS, 1999; RYAN et al., 2000).

A transmissao ocorre através do contato direto com fluidos corporais, sendo a
via respiratéria uma possivel fonte de infeccdo (CAREY & DIEZIEL, 1983) que pode
ser facilitada por outras infeccbées no aparelho respiratério em animais confinados
(PALSSON, 1976). A transmissao vertical € a de maior importancia e ocorre
principalmente via colostro e leite (WATT et al., 1994) sendo facilitada em animais
com mastite (ZINK & JOHNSON, 1994). A transmissdo uterina da mée ao feto &
controversa. A venérea é possivel jA que o DNA pro-viral foi detectado por PCR no
sémen, além do mais estes virus estdo presentes em todos os fluidos corporais
(PEPIN et al., 1998).
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2.3.5 Diagnéstico

O diagnostico do MVV é baseado em testes laboratoriais, uma vez que os
sinais clinicos observados nao sao patognémicos (RIMSTAD et al., 1993). Eles séo
baseados na detecgdo, isolamento do virus em cultivo ou co-cultivo e por provas
sorolégicas. Os testes laboratoriais como as técnicas de radioimunoensaio (RIA),
imunoflorescéncia (ADAMS et al.,, 1980), hibridizacdo in situ (ZINK et al., 1990),
ensaios de imunoperoxidase em célula fixada (HECKERT et al, 1992),
imunohistoquimica (STORSET et al., 1997), e PCR sao utilizados como métodos de
diagnésticos alternativos na deteccao deste agente.

As provas sorolégicas sdao baseadas na deteccdo de anticorpos contra as
particulas virais inteiras, glicoproteinas de superficie, proteinas do capsideo ou
nucleoproteinas do MVV (KENNEDY-STOSKOPF & NARAYAN, 1989).
Os testes mais utilizados sdo os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e a
Imunodifusdo em gel de agarose (IDGA). Este Ultimo é o mais empregado
rotineiramente por ter como vantagens a praticidade tanto na execu¢cdo como na
leitura, custo relativamente baixo e razoavel sensibilidade e excelente especificidade
(ABREU et al., 1998).

O isolamento e caracterizagdo do virus podem ser realizados através do cultivo
primario de explantes de tecidos articulares, pulmonares, do sistema nervoso central,
glandula mamaria, células imortalizadas, ou co-cultivo com células sangiineas,
colostro, leite, lavado bronco-alveolar e liquido cérebro-espinhal. Nestas células o
virus causa efeito citopatico caracteristico, que consiste na producao de sincicio
com formacdo de células gigantes multinucleadas com presenga ou nao de lise
celular (CAREY & DIEZIEL, 1983). O sincicio € o resultado da interacdo entre o
envelope viral e a membrana celular que degeneram com o tempo (BLODIN, 1989).
A formacéo de efeito citopatico pode ocorrer em alguns dias ou meses (CRAWFORD
et al., 1980) e esta diretamente relacionado com a cepa viral e a célula utilizada
(CALLADO, 1999). O MVV e mais infectivo em células autolégas do plexo coréide e

membrana sinovial formando sincicio a partir do partir de 4° dia de cultivo e com
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destruicdo completa da monocamada em até 30 dias de cultivo (APRIGIO, 2001),
sendo, portanto, considerada uma cepa litica (QUERAT et al., 1984).
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3. Justificativa

O cultivo celular é importante no diagndstico sorolégico para esclarecer as
caracteristicas do agente de enfermidades infecto-contagiosas.

A constante utilizacdo de meios de cultivos comerciais eleva os custos cultivo
celular o que incita a obtencéo de meios alternativos mais acessiveis as condicoes
regionais. A agua de coco é um produto natural composta de substancias nutritivas e
fitohormbnios que induzem o crescimento e diferenciacao de células vegetais, o que
torna possivel a sua utilizagdo como meio de cultivo para as células animais. Além
disso, ela obteve bons resultados em cultivos de células vegetais e quando usada
como diluidor de sémen de caprino, ovino, suino e de abelha. Caso o uso da agua
de coco em cultivo de células animais seja satisfatorio, os custos desta técnica
seriam diminuidos, facilitando ,assim, as pesquisas e o desenvolvimento de meios

de diagndsticos mais precisos.
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4. Objetivos
4.1 Obijetivo geral:

Utilizar a 4gua de coco como meio de cultivo alternativo na manutencao de

células da membrana sinovial caprina infectadas ou nao.

4.2 Objetivos especificos:

Observar o crescimento celular em MEM acrescidos em trés diferentes
concentragbes de 25%, 50% e 75% de agua de coco em cultivo de células nao
infectadas durante os periodos de 48, 72, 96 e 120 h;

Avaliar o crescimento celular utilizando a agua de coco com pH ajustado para
7,5, osmolaridade de 275 mOsM isoladamente e com pH de 7,5 e osmolaridade
de 270 mOsM em cultivo de células nao infectadas nos periodos de 48, 72, 96 e 120
h;

Observar o efeito da agua de coco no cultivo de células infectadas com virus
Maedi-Visna nos periodos de 2, 3, 5 e 7 dias pés-inoculagao, utilizando 25%, 50% e
75% de agua de coco em substituicdo ao MEM.
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Experimento realizado

Artigo 1 — Uso da agua de coco no cultivo de células da membrana sinovial
caprina infectadas ou nao com Virus Maedi Visna (MVV) Cepa K1514
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5. CAPITULO UNICO

USO DA AGUA DE COCO NO CULTIVO DE CELULAS DA MEMBRANA
SINOVIAL CAPRINA INFECTADAS OU NAO COM ViRUS MAEDI VISNA (MVV)
CEPA K1514

Cesarino Junior Lima APRIGIO', Maria Fatima da Silva TEIXEIRA 2, Ney de
Carvalho ALMEIDA 2, Roberto Soares CASTRO*.

RESUMO: Este trabalho teve por objetivo avaliar a 4gua de coco no cultivo primario
de células da membrana sinovial caprina (MSC) infectadas ou ndo com o Virus
Maedi Visna. Para isto as células foram cultivadas, no experimento 1, em meio
controle e testes My M2, M3 com diferentes concentracdes de agua de coco e Meio
Essenciais Minimo (MEM). No experimento 2 as células foram mantidas em MEM
(controle), agua de coco in natura (T1); agua de coco com pH 7,5 (T,); com
osmolaridade de 275 mOsm (T3) e com pH de 7,5 e osmolaridade de 270 mOsm
(T4). Nestes experimentos foram adicionados Soro Fetal Bovino, glutamina e
antibidticos. Em seguifa, cultivados por até 120 horas, incubadas com azul de
tetrazolio (MTT) e lidas no espectrofotometro. O experimento 3 utilizou microplacas
contendo monocamada subconfluente de células da MSC infectadas com o virus
Maedi-Visna cepa K1514. Neste experimento as células foram cultivadas em meio
controle e teste Gy, G2, G3, G4 contendo diferentes concentracdes de MEM e agua
de coco, e suplementados com 2 % SFB, glutamina e antibiéticos. As microplacas
foram mantidas por um periodo de até 7 dias. Depois, foram coradas pelo método de
May-Grumwald e Giemsa, respectivamente, nos dias 2, 3, 5 e 7 ap6s a inoculacao
para visualizar o efeito do virus nas células de MSC. O controle do experimento 1
apresentou uma maior absor¢cao de MTT assim como um maior crescimento celular.

Nos meios testes My e M,, houve um crescimento satisfatorio das células mantidas
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durante os 5 dias de cultivo. No experimento 2 houve degeneracdo da monocamada
celular em 48 horas em todos os tratamentos. Na inoculagéo viral, experimento 3, foi
observado no controle a producao de efeito citopatico caracteristico de sincicio e nos
meios testes G, e Gj destruicio da monocamada celular ap6s o 4° dia de
inoculacdo. Em conclusao, a agua de coco pode ser utilizada na proporcao de 1:1
com MEM para o crescimento das células de MSC por um periodo de até 5 dias.
Além disso, na concentragdao de até 50% de agua de coco no meio o Virus Maedi
Visna foi capaz de manter sua capacidade de replicagdo por um periodo de até

quatro dias.

Ternos para indexacao: Agua de coco, cultivo celular, azul de tetrazélio, MVV

Abstract: The present paper had the objective to evaluate the coconut water on the
primary cultivation of cells of the Caprine Synovial Membrane (CSM) infected and not
by the Maedi Visna Virus Strain K1514. In order to do this the cells were cultivated,
on the experiment 1, with control MEM and different concentrations of Coconut Water
and MEM: My, Mo, M3. On the Experiment 2 the cells were kept in MEM (control),
coconut Water in natura (T4); coconut water with pH 7,5 (T,); with osmolarity of
275mOsm (T3) and pH of 7,5 and osmolarity 270 mOsm (T,4). In These experiments
were supplemented with Fetal Calf Serum (FCS), glutamine and antibiotics. Later
cultivated for up to 120 hours, incubated with Tetrazolium Blue (MTT) and observed
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on the spectrophotometer in a wavelength of 600nm. On the experiment 3, it was
utilized microtiter plates containing subconfluent monolayers of the cells from CSM
that were infected by MVV and then kept in media with Coconut Water G; and
different concentrations of Coconut Water and MEM: G., G3, G4, later, supplemented
with 2% FCS, glutamine and antibiotics. On the experiment 3 the microtiter were
sustained for a period of up to 7 days, where a plate stained with May-Gruwald e
Giemsa on days 2,3,5 and 7 after the inoculation to visualize the viral effect on the
cell CSM. The MEM control presented, on the experiment 1, a greater absorption of
MTT and happened a satisfactory growth of the cells kept on the test media M; and
M, during the 5 days of cultivation. On the experiment 2, happened degeneration of
the cell monolayer in 48 hours in all the treatments realized on this experiment. On
the viral inoculation, it was observed in control (MEM + 2% of FCS) a production of
cytopathic effect proper of syncytium of the virus in the media tests G, and Gs
destruction of the monolayer after the 4™ day of inoculation. Concluding, the coconut
water can be utilized in the rate of 1:1 with MEM to the growth of the cells of CSM for
a period up to 5 days. Moreover, the concentration up to 50% of coconut water on the
Maedi Visna Virus was capable to keep its capacity of replication for a period up to 4

days.

Index terms: coconut water, cell cultive, terazolium blue, MVV
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miteixeira@hotmail.com autora para correspondéncia
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INTRODUCAO

O virus maedi visna (MVV) é um RNA virus pertencente a familia Retroviridae,
género Lentivirus. Ele acomete ovinos e mais raramente caprinos causando,
principalmente, uma pneumonia intesticial progressiva e crbnica, em alguns casos
podem ser observado artrite, mamite e problemas neurolégicos. In vivo eles se
replicam em mondcitos e macréfagos. In vitro podem ser multiplicadas em células do
plexo cordides (SIGURDSSON, 1960), musculo cardiaco (LEROUX et al., 1995),
tecido epitelial (LEE et al., 1996), células dendriticas (RYAN, et al., 2000), e mais
comumente em fibroblastos da membrana sinovial de ovinos e caprinos cultivados a
partir da técnica de splants ou em co-cultivos. Porém para cultivar estas células é
essencial a utilizagdo de meios de cultivos que atendam as necessidades para que a
mesmas possam se manter e multiplicar.

A agua de coco tem sido utilizada com sucesso como meio alternativo na
cultura de tecidos vegetais. Ela representa 25% do peso total do fruto Cocos nucifera
L. Apresentando-se na forma de uma solucdo natural estéril composta de sais
minerais, acgucares, vitaminas, aminoacidos, gorduras neutras e fatores do
crescimento. Por conter estes constituintes € utilizada em cultivos para fornecer
fatores de crescimento a tecidos destinados ao estudo da biossintese de virus
vegetais (PREVOT, 1968), pode também funcionar como diluente para vacina contra
a doenca de Newcastle (DARMINTO et al., 1994), como meio de cultura de fungos
(ANANDARAJ & SARMA, 1997), na manutencao de células de rim humano (RH) e
replicacdo do virus da poliomielite (SCHATZMAYR et al.,1970). Na reprodugao
obteve bons resultados usando-a como diluidor de sémen nas espécies caprina
(NUNES, 1997), ovina (SOUSA et al., 1994), suina (TONIOLLI, 1989) e canina
(CARDOSO et al., 2002). Podendo, ainda, ser usada como crioprotetor de foliculos
ovarianos caprinos e ovinos (SILVA et al.,, 2000). Contudo, o uso em cultivos
primario de células animais ndo foi convenientemente explorado, necessitando
verificar com mais detalhes a sua eficacia neste tipo de cultivo. Portanto, este
trabalho teve por objetivo avaliar a agua de coco no cultivo primario de células da
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membrana sinovial caprina néo infectadas e ver sua agcéo na replicacdo do Virus
Maedi Visna cepa k1514.

MATERIAL E METODOS

Cultivo celular

Para obtencao de células foram coletados fetos de cabras soro negativas no
teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA) para lentiviroses de pequenos
ruminantes (LVPR), oriundas de abatedouros da regido metropolitana de Fortaleza,
que foram acondicionados e encaminhados até o Laboratério de Virologia do
Programa de Pés-Graduacado em Ciéncias Veterinarias. Destes fetos, fragmentos da
membrana sinovial da articulagdo carpal foram retirados, depositados
assepticamente em garrafas de 25 cm? e incubados durante 30 minutos a 37°C.
Apoés este periodo foi adicionado 5 mL de Meio Essencial Minimo (MEM) acrescido
de antibidticos, glutamina e 10% Soro Fetal Bovino (SFB) e cultivadas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, até a formacado de monocamadas celulares. Esse material
foi posteriormente tripsinizado e mantido em MEM acrescidos de 10% SFB nas

mesmas condicdes anteriormente descritas.
Agua de coco

Cocos nucifera L,.verdes da variedade ana, foram colhidos e selecionados
aqueles que tivessem aproximadamente 5 meses de idade. Posteriormente, foi
retirada a dgua de coco, feito um pool, depois filtrada em filtros de 0,22 um de

diametro e acondicionada a - 20 °C até a realizacio dos experimentos.
Virus
O virus Maedi-Visna foi cultivado utilizando a amostra K1514 isolada na

Islandia (Sigurdsson et al., 1960), que foi cedido gentilmente pelo Dr. Roberto Soares
de Castro do laboratério Doencas Infecto-Contagiosas/Virologia da UFRPE.
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Experimento 1 - MEM diluido com agua de coco cultivando células de

membrana sinovial nao infectadas.

Microplacas de 96 pocos foram semeadas com células da membrana sinovial
caprina (MSC) em uma concentracdo de 10° cel/ml em meio MEM acrescidos de
10% SFB. Em seguida, as placas foram cultivadas a 37°C em atmosfera de 5% de
CO. durante 48 horas para adesao celular. Apds este periodo, foram lavadas duas
vezes com solucdo salina a 0,85%, adicionado o controle C; (MEM) e o0s meios
testes, todos acrescidos de 10% SFB, penicilina-estreptomicina, anfontericina B e
glutamina. O experimento consistiu na deposicao de 100 uL de meio teste My (75%
de MEM mais 25% de agua de coco); de meio M, (50% de MEM mais 50% de agua
de coco) e de meio M3 (25% de MEM mais 75% de agua de coco), sendo que cada
meio teste estava distribuido em 12 pocos.

Experimento 2 - Agua de coco com pH e Osmolaridade ajustada
cultivando células de membrana sinovial nao infectadas.

Para a realizacdo deste experimento, células da membrana sinovial caprina
foram distribuidas em microplacas de 96 pocos a uma concentragdo de 10° cél/ml.
Depois foram cultivadas durante dois dias em MEM suplementado com 10% de SFB
a uma temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO.. Apos este periodo, as
microplacas foram lavadas duas vezes com solugéo salina a 0,85%. Posteriormente,
foi adicionado o controle C; (MEM) e os tratamentos de T (agua de coco in natura);
T, (agua de coco com pH ajustado para 7,5); T3 (Agua de coco com osmolaridade
estabilizada em 275) e T, (agua de coco com pH ajustada para 7.5 e osmolaridade
estabilizada em 270) todos acrescidos de 10% SFB, penicilina-estreptomicina,
anfotericina B e glutamina. Os ajustes de pH e osmolaridade foram realizados com
hidroxido de sédio e agua destilada, respectivamente. Cem microlitros de controle
MEM e de cada tratamento foi distribuido de modo que cada um tivesse na
microplaca 12 repeticées por tratamento.
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Avaliacao do crescimento celular pela incorporacao de MTT

Para avaliacdo do crescimento celular as microplacas de 96 pocos dos
experimentos 1 e 2 foram cultivadas por um periodo de 48, 72, 96 e 120 horas. Ao
término deste tempo, a monocamada foi avaliada, o sobrenadante desprezado,
acrescentado 100 de uL azul de tretrazdlio [3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difenil-2H-
bromido de tetrazélio] (MTT) a uma concentracdo de 0,4 mg/mL. As microplacas
incubadas durante 4 h a uma temperatura de 37°C com 5% CO, para que houvesse
a incorporagdo de MTT e formagdo de cristais de formazan. Posteriormente, os
mesmos foram solubizados pela adicdo de 100 uL em uma solucdo de 95% de
isopropanol e 5% &cido formico. A analise espectrofotométrica foi medida em um
leitor de ELISA Meterteck X960 a uma absorbancia de 600 nm (EPSTEIN et al.,
1992).

Experimento 3 - avaliacao do efeito da agua de coco no cultivo de células
da membrana sinovial de pequenos ruminantes infectados pelo virus Maedi-
Visna.

Microplacas de 96 pogos com monocamada subconfluente de células MSC
foram inoculadas com MOI de 0,1 mL do virus Maedi-Visna cepa K1514 em uma
TCIDs, de 10*° e incubados por 1 h a 37 °C, ao término o sobrenadante foi
desprezado, as placas lavadas com salina a 0,9%, acrescentado o meio controle
MEM e meios testes [(G; — agua de coco in natura), (G2 — 75% de MEM + 25% de
agua de coco), Gz -50% de MEM + 50% de agua de coco e (G4 - 25% de MEM +
75% de agua de coco)], todos com 2% de SFB, glutamina e antibioticos, sendo que a
distribuicdo dos experimentos foi semelhante a descrita no experimento 1.

Para avaliacdo do efeito viral 4 placas de 96 pocos foram mantidas por 2, 3, 5 e
7 dias. Passado os tempos estipulados, os sobrenadantes foram colhidos e
conservados a -20 °C, depois as placas foram coradas em May-Grumwald e Giemsa
e observadas em microscopio invertido. O critério adotado pelo laboratério
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considerou positivos 0s pocos que apresentassem pelo menos um sincicio com um
minimo 6 nucleos por campo até 7 dias apés infeccdo. Caso o efeito citopatico nao
fosse observado neste periodo. O sobrenadante colhido seria novamente inoculado
em microplacas utilizando MEM a 2% de SFB em vez dos meios testes para

observar se o virus tinha se multiplicado

Analise estatistica

Os resultados dos experimentos 1 e 2 obtidos foram avaliados pelo ANOVA e
submetidos ao programa estatistico Instat da GraphPad. Os valores dos destes
experimentos foram descritos em media e desvio padrdo. O teste de Dunnett foi
utilizado para comparar o meio controle com os tratamentos de cada experimento.

As diferencas significativas foram dadas em P< 0,05.

RESULTADOS

Experimento 1 - MEM diluido com agua de coco cultivando células de

membrana sinovial nao infectadas.

O controle MEM apresentou em 48 horas de cultivo, uma monocamada
confluente com células fusiformes e nucleo ovalado condizente com a morfologia de
fibroblastos. Esta monocamada manteve-se durante o experimento. No
sobrenadante foi observada pequena quantidade de células soltas e arredondadas.

Nos meios testes My, M, e M; foi visualizado células com morfologia
semelhante ao controle, contudo quanto mais se aumentava a concentracéo de agua
de coco, menos confluente era a monocamada celular e maior o numero de células
com morfologia alterada e também no sobrenadante.

Apoés a analise morfoldégica da monocamada em microscopio invertido em uma
aumento de 100 vezes, dois pocos de cada tratamento foram escolhidos ao acaso,
tripsinizados, as células distribuidas em outra placa de 96 pocos e cultivadas em
MEM acrescidos de 10% de SFB para verificar a capacidade de adesado e
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multiplicagéo celular. A adesao celular ocorreu inicialmente nos meios controle, M;
(75% de MEM e 25% de agua de coco) e M, (50% de MEM e 50% de agua de coco),
sendo que o numero de células aderidas decrescia do mesmo modo que a
concentracago de MEM diminui nos meios testes utilizados. As células
ressuspendidas se mantiveram viaveis por mais de 7 dias sem que houvesse
manuten¢do do meio no cultivo.

A incorporacao de MTT pelas células de MSC foi progressiva no controle e no
meio M. durante os cinco dias de cultivo. A absorcdo de MTT, e consequientemente,
multiplicac@o celular no meio controle foi significativamente maior que meio teste M
apenas no periodo de 72 horas, que no M, em 72 e 96 horas e que o M3 durante
todo o experimento 1. Porém, foi menor que M; em 48 e 120 horas mas nao diferindo
significativamente (Tabela 1).

Incorporacédo de MTT pelas células de
MSC

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 ,

absorbancia (600 nm)

72 96
Tempo (h)

Grafico 1. Avaliagdo da incorporacdo de MTT pelas
células de MSC cultivadas nos periodos de 48 a 120
horas em Meios com MEM (C1); 75% de MEM +25%
agua de coco (M1); 50% de MEM + 50% de agua de
coco (M2) e 25% de MEM + 75% de agua de coco
(M3), todos suplementados com 10% de SFB e
adicionados glutamina e antibiéticos. As células foram
cultivadas a uma temperatura 37°C em 5% de CO..



37

O meio teste My mostrou maior absorcdo de MTT quando foi comparado com
0os meios teste M, e M3, tendo um maior crescimento no quinto dia de cultivo
(0,6700+ 0,1283) superior até que o controle, mas esta diferenca nao foi significativa
(Grafico1). O meio M, teve uma razoavel incorporacdo de MTT no decorrer do
experimento, tendo maior atividade celular em 120 horas de cultivo (0,6138+ 0.1369),
que foi um pouco menor que o controle. J& o meio teste M3 teve a menor
incorporacao de MTT no experimento, contudo as células mantiveram atividade
estavel nos periodos de 4 e 5 dias de cultivo (grafico 1).

Tabela1l. Avaliacao da incorporacido de MTT nas células de
membrana sinovial caprina cultivada em diferentes meios.

Crescimento celular

(Leitura da absorbancia em filtro de 600 nm)

Meios Tempo em horas
48 72 96 120
Controle  0.4810+0.0495 0.5149+0.0364 0.5717+0.0208 0.6150+0.0906

M,? 0.5132+0.1030 0.4226+0.0203  0.5348+0.0342 0.6700+0.1283

M, ° 0.4046+0.1098 0.3929+0.0221  0.4849+0.0801  0.6138+0.1369

M;° 0.2406+0.0543  0.3286+0.0620 0.4586+0.0840  0.4523+0.0847

&_ 75 % de MEM + 25% de agua de coco

® _ 50% de MEM + 50% de agua de coco

¢ - 25% de MEM + 75% de agua de coco

Células foram cultivadas por até 5 dias a 37 °C em 5% CO- . Os valores estdg em médiat desvio
padrao. Diferengas significativas com relagéao ao controle, foram de P<0,05, P<0,01

Experimento 2 - Agua de coco com pH e Osmolaridade ajustada

cultivando células de membrana sinovial nao infectadas

O pool da agua de coco utilizada tinha um pH de 4,7 e osmolaridade de 490
mOsM. O pH foi ajustado para 7,5 com hidréxido de s6dio e a osmolaridade com
agua destilada. As osmolaridades obtidas foram de 480 para agua de coco com pH
de 7,5 (tratamento T,); 275 para agua de coco com osmolaridade ajustada
(tratamento T3) e 270 para agua de coco com pH 7,5 e osmolaridade ajustada
(tratamento Ty).
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Nas observacdées da morfologia celular, visualizou-se que o meio controle
apresentou uma confluéncia da monocamada células nos periodos de 48, 96 e 120
horas. Em 48 horas o tratamento Ty (agua de coco in natura), apresentou uma
monocamada subconfluente, onde as células apresentavam-se com morfologia
alterada, arrendondadas culminando com o descolamento das mesmas ficando em
suspensao no sobrenadante. No tratamento T,, a confluéncia da monocamada era
menor que a anteriormente mencionada com células afiladas e ndcleo picnético. No
sobrenadante observou-se a presenca tanto de células como morfologia
arredondadas quanto afiladas. Nos tratamentos T; e T4 a monocamada em sua
grande parte estava descolada da parede da placa e as poucas células que
permaneceram aderidas apresentavam morfologia irregular .

Com relagcao a incorporacao de MTT, o meio controle foi muito superior que
os tratamentos durante todo o periodo de cultivo apresentando maior absor¢cao no
quarto dia de cultivo (grafico 2). E quando se comparou a incorporacdo do meio
controle com os tratamentos foi observado que o meio controle foi
significativamente maior que todos os tratamentos em todos os dias de cultivo
(Tabela 2).

Incorporacédo de MTT pelas células de
MSC

aci
HT1
BT2
aT3
BaT4

Absorbancia (600 nm)

96 120
Tempo (H)

Grafico 2. Avaliacdo da incorporagcdo de MTT pelas células
de MSC cultivadas nos periodos de 48, 96 e 120 horas em
Meios com MEM (C1); agua de coco in natura (T1); agua de
coco com pH 7,5 (T2); agua de coco com osmolaridade de
275 (T3); agua de coco com pH 7,5 e osmolaridade de 270
(T4), sendo todos aos meios acrescentado 10% de SFB,
glutamina e antibiéticos. As células foram cultivadas a uma
temperatura 37°C em 5% de CO..
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Tabela 2. Avaliacao da incorporacao de MTT nas células de membrana
sinovial caprina cultivada em agua de coco.

Crescimento celular

(Leitura da absorbancia em filtro de 600 nm)

Meios Tempo em horas
48 96 120
Controle 0.3134+0.0627 0.3368+0.0638 0.3301+0.0559
Tratamento T, 0.1451+0.0185" 0.1733+0.0430~ 0.1775+0.0294 "
Tratamento T, 0.1758+0.0345" 0.0974+0.0207 0.1706+0.0418~
Tratamento T; 0.1538+0.0219" 0.0809+0.0336 " 0.1296+0.0315
Tratamento T, 0.1566+0.0378~ 0.0763+0.0211" 0.1237+0.0324 "

Células foram cultivadas por até 5 dias a 37 °C em 5% CO: . Os valores estdo em média+ desvio padrao.
Diferencgas significativas com rela¢do ao controle, foram de P<0,01.

Tratamento T1 — agua de coco in natura

Tratamento T2 - agua de coco com pH 7,5

Tratamento T3 - agua de coco com osmolaridade de 275

Tratamento T; — agua de coco com pH 7,5 e osmolaridade de 270

Experimento 3 - avaliacao do efeito da agua de céco no cultivo de células
da membrana sinovial de pequenos ruminantes infectados pelo virus Maedi-
Visna.

Para a realizacao do experimento 3, foram utilizadas células de MSC de alta
passagem (20%passagem). Durante a avaliagdo do experimento foram observados
niveis satisfatérios de produtividade e permissividade a replicacdo da amostra viral
MVV - K1514. Apesar de serem células heterélogas (células caprinas), o virus
Maedi-Visna induziu a formacdo de células multinucleadas com 4 nucleos ja no
terceiro dia ap6s inoculacdo no meio controle MEM. A partir do 4° dia foi visualizado
sincicios com células gigantes apresentando 6 nucleos acompanhada de lise celular,
gue aumentaram em quantidade até o termino do periodo estipulado (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do virus Maedi-Visna infectando
células da Membrana sinovial caprina (MSC)
apoés 72 (A); 120 (B) e 144 horas (C) da
inoculacdo do virus no meio controle (MEM)
suplementado com 10% SFB. Placas coradas
pelo método de May-Grumwald e Giemsa.

Nos meios testes Gy, G e Gz, foi observado em 48 horas, apds a inoculacao
viral, alteracdo e destruicdo parcial da monocamada celular, com presenca de
células com formato irregular (Figura 2). No terceiro dia de cultivo houve nos meios
Go, G3 presenca de células arredondadas que no quarto dia foram completamente
destruidas. No meio com 75% de agua de coco e 25% de MEM (G4) houve até o
quinto dia a presenca de células aderidas com formato irregular, contudo ndo houve
formacao de sincicio.

O sobrenadante de cada meio foi colhido em 48, 120 e 144 horas apés
inoculagao, depois diluido na proporcdo de 1:3, novamente inoculado em outra
microplaca contendo células da MSC e mantidos em MEM suplementado por 2%
SFB. Apés 3 dias de cultivo, verificou-se no meio controle uma intensa multiplicacéo
viral com formagao de sincicios caracteristicos e lise celular que aumentava em
quantidade com o tempo de colheita realizado. Ja nos meios testes foi visualizada
uma reacgdo inversa, onde nos meios Gy e G4 houve destruicdo da monocamada

celular e nos meios testes G, e G3 formacao de células com 3 nucleos e lise celular.
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Figura 2. Morfologia da camada de células de Membrana
sinovial caprina (MSC) cultivadas no periodo de 48 horas em
meio MEM (A); agua de coco in natura (B); 75% MEM + 25% de
agua de coco (C); 50% de MEM + 50% de agua de coco (D) e
25% de MEM +75% de agua de coco (E) infectadas com o virus
Maedi-visna. Monnocamada foi corada pelo Método de May-
Grumwald e Giemsa e visualizada em um aumento de 100X.

DISCUSSAO

No experimento 1, que utilizou MEM diluido em &gua de coco, foi observado um
crescimento praticamente em todos os meios deste experimento durante o periodo
de cultivo. Porém, quando as células foram tripsinizadas e re-cultivadas em MEM
acrescidos de 10% SFB a adesdo e multiplicacdo celular ocorreram apenas nas
células ressuspendidas do meio controle, My e M,. Estes resultados nos dao indicios
que a proporcao de 1:1 de MEM e agua de coco in natura poderia ser utilizada para
o cultivo destas células. Estes resultados estdo de acordo com FERRI (1979), que
em seu estudo mostrou que ao avaliar varios extratos e sucos de plantas que a agua
de coco era o melhor meio para cultivar tecidos vegetais. SCHATZMAYR et al.,
(1970), utilizaram a agua de coco diluida em salina Hanks a uma porcentagem de
25% e demonstraram que a mesma poderia ser utilizada como meio de manutengéo

em células de linhagem de rim humano (RH) por um periodo de até 15 dias.
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Reforcando assim a possibilidade de utilizar a agua de coco como meio de
manutengdo em cultivos celulares.

Avaliando a morfologia celular no experimento 1 verificou-se que a medida que
elevava a concentracdo de agua de coco no meio e o tempo de cultivo, também
aumentava o numero de células com morfologia alterada, assim como a quantidade
de células soltas no sobrenadante. SCHATZMAYR et al., (1970), tentou utilizar agua
de coco a 25% em salina Hanks como meio de crescimento nas células RH, porém
estas células degeneraram irreversivelmente apds 4 replicacbes, mesmo quando a
agua de coco era dialisada. Este mesmo autor, também tentou utilizar o mesmo meio
na manutengdo de células fibroblasticas de pintos, mas a monocamada celular
degenerou em poucas horas. As necessidades adequadas de nutrientes para que a
célula entre na divisdo celular é bastante diversificada para cada tipo celular. Isto
vale, também, para a diferenciacdo celular que quanto mais indiferenciada maior a
atividade celular e, consequentemente, maior necessidade de nutrientes para
desempenhar as suas funcdes. Os resultados obtidos no trabalho podem indicar que
pode haver déficit de nutrientes na agua de coco que seriam supridos pelo MEM.

O experimento 2 utilizou agua de coco in natura (Tratamento T4) agua de coco
com pH ajustado para 7,5 (Tratamento T,) , osmolaridade de 275 (Tratamento T3) e
pH de 7,5 e osmolaridade de 270 (Tratamento T,) todos adicionados de 10 %SFB,
0,1% de glutamina e antibioticos. Inicialmente para ajustar a osmolaridade e pH,
utilizou a metodologia descrita por NUNES (1997), o qual utilizava o citrato a 5%
como tampao, entretanto ao adiciona-lo na agua de coco in natura para ajuste da
osmolaridade, observou-se que a monocamadas de células de MSC arredodavam
nos tratamentos T3 e T4 alguns minutos apds distribuicdo. Desta forma o ajuste do
pH e da osmolaridade foi realizado com hidréxido de sédio e agua destilada apenas
obtendo se assim uma maior viabilidade celular para realizagao deste experimento.

Os tratamentos utilizados neste experimento apresentaram monocamadas
celulares com células de morfologia alterada (T1), células fragilizadas com nucleo
picnético (T,) e/ou desprendimento da monocamada celular (T3 e T4) que apds re-
cultivadas em meio MEM acrescidos de 10% SFB nao se multiplicavam. Apesar da
agua de coco ter tido étimos resultados no cultivo de células vegetais, como descrito
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por PREVOT (1968), ndo teve o mesmo sucesso no cultivo de células da membrana
sinovinal de caprinos na metodologia aplicada. Além disso, a agua de coco mesmo
possuindo grande quantidade de componentes existentes nos meios convencionais,
a concentracdo destes constituintes seria insuficiente para a nutricdo deste tipo
celular. Alguns estudos mostraram que com a variacao da idade do fruto, época do
ano e a regiao onde o vegetal foi plantado pode haver uma variacdo nos seus
constituintes, assim como o pH e osmolaridade isto poderia influenciar diretamente
no crescimento celular. Outra explicacdo seria que a agua de coco contém em sua
constituicdo fitohdrmonios que sdo esséncias para a diferenciacao e multiplicacédo de
células vegetais e com o desenvolvimento do fruto aumentam ou diminuem a
concentracao destas substancias, que por sua vez podem ser ativados por uma
variagdo de pH ou mesmo pela concentracdo de ions utilizados. Um destes
fitohérmonios, a 1,3 difeniluréia, uma citocinina que é utilizada como herbicida,
quando ativada poderia ter sido uma das causas da toxicidade nas células de MSC
utilizadas neste experimento.

No experimento 3 que utilizou o virus Maedi-Visna para infectar as células da
MSC e posteriormente manté-los em meios com diferentes concentragées de MEM e
agua de coco, foi verificada no meio controle a replicacao viral com efeito citopéatico
caracteristico com formacao de sincicio no quarto dia apds a infeccdo. Apesar de
serem células heterol6gas (células caprinas) o virus se replicou bem mostrando a
sua capacidade de também infectar células caprinas (BANKS et al, 1983;
CALLADO, 1999). A acédo viral na monocamada utilizando o meio controle foi
caracterizada, predominantemente, por formagcao de sincicio com pouca lise celular
durante os 7 dias em que foram cultivadas, o que caracteriza esta amostra viral
citopatica em um primeiro momento e como litica apds nova inoculacdo em células
MSC (rapid/high) (Querat et al., 1984). Porém, quando o sobrenadante do meio
controle foi colhido e novamente inoculado em células de MSC, verificou-se
formacao de sincicio com lise celular ja em 72 horas apds a inoculagao viral,
mostrando alta infectividade deste virus nestas células.

Nos meios testes G; (agua de coco in natura) e G4 (75% de agua de coco e
25% de MEM) foi observado destruicdo da monocamada com poucas células
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isoladas aderidas com formato irregular que se mantiveram por um periodo de até 5
dias sem que houvesse formacao de células multinucleadas. Apesar da existéncia de
células, que poderiam servir para a replicacdo do virus, esta pode ter sido inibida
pela grande concentracdo da agua de coco existente no meio, uma vez que quando
0 sobrenadante destes meios utilizado para inocular outras células o virus tornou a
multiplicar-se causando destruicdo celular em 72 horas. Diferentemente foi
visualizado nos meios testes G, (75% de MEM + 25% de agua de coco) e Gs (50%
de MEM + 50% de agua de coco), onde foi observadas destruicido parcial da
monocamada com regides apresentando focos celulares no periodo de até 72 horas
e a partir de 96 horas houve destruicao total das células. A concentracao da agua de
coco nestes meios poderia por sua vez agir de modo inverso fragilizando a célula
permitindo assim que o virus infectasse com maior intensidade. Quando os
sobrenadantes destes meios foram utilizados para infectar outra monocamada de
células da MSC observou-se ja em trés dias lise celular e formacéo de células com
trés nucleos, mostrando que o virus estava presente nestes meios. Resultados
similares foram observados por SCHATZMAYR E COLABORADORES (1970), o qual
cultivou por 48 horas o Poliovirus em células de rim humano em salina Hanks
suplementado com 25% de agua de coco. Ele observou que o virus mantinha suas
caracteristica de infectividade quando sobrenadante colhido do meio com agua de
coco era novamente inoculando em uma nova monocamada de células renais
mantidas em meio Eagle com 2% SFB.

A utilizacdo de meios com diferentes concentracdes de Meio Essencial Minimo
e agua de coco apresentou uma reducao de 21,3% nos custos para a realizagdo do
cultivo celular. Quando se utiliza a 4gua de coco in natura, os custos podem diminuir
para até 40% tabela 3. Contudo, a viabilidade celular reduz consideravelmente.Por
isto tem a necessidade de se fazer mais estudos para verificar os fatores que

possam interferir no cultivo de células animais.
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Tabela 3. Custo dos meios de cultivo celular.

Meios de cultivo Preco Reducao de preco
(100 mL) (Reais) (%)
MEM +10% SFB 18,70 -
Agua de coco + 10% SFB 11,21 41,16
50% de agua de coco 14,72 21,3

+50% de MEM e SFB

CONCLUSOES

Em conclusdo, a agua de coco mostrou-se pouco eficaz quando utilizada
sozinha no cultivo de células da membrana sinovial caprina mesmo ajustando o pH e
a osmolaridade para a fisiologia das células in vitro. Porém, foi capaz de manter a
multiplicacdo das células da MSC por um periodo de até 5 dias, quando utilizando
uma propor¢do de até 1:1 de MEM e agua de coco desde que também fosse
adicionados soro fetal bovino e glutamina. Na porcentagem de até 50% de agua de
coco o virus Maedi -Visna pode replicar-se em células de membrana sinovial até a

destruicdo da monocamada, que se deu em 4 dias de cultivo
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6. CONCLUSOES GERAIS

A agua de coco quando utilizada sozinha em cultivo de células da MSC nao foi
satisfatoria;

Quando diluida na proporcao de até 50% em MEM e suplementado com SFB, a
agua de coco foi efetiva no crescimento das células de MSC por um periodo de
cinco dias;

O virus Maedi-Visna foi capaz de multiplicar-se em meio MEM contendo 50%
de agua de coco e 2% de SFB até a destruicao completa da monocamada celular.
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7. PERSPECTIVAS

Apesar da agua de coco ndo ter sido eficaz no cultivo celular quando utilizada
sozinha, os resultados mostraram a possibilidade dela ser usada no cultivo quando
diluida em MEM. Isto faria com que os custos diminuissem em até 50% e ainda
aquisicao do produto seria facilitada, tornando mais viavel a realizacdo do cultivo
celular. Contudo, para elevar a eficacia da agua de coco como meio de cultivo celular
sdo necessarios estudos mais aprofundados com relagdo a sua composicéo,
verificando com exatiddo os seus constituintes para assim adequar as necessidades

nutricionais a cada tipo celular.
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