Introducao

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)
pertencem a familia Retroviridae e ao género
Lentivirus e sdo complexos nao oncogénicos
(PASICK, 1998). Inicialmente, lentivirus isolados em
ovinos eram denominados de Maedi-Visna virus
(MVV) e em caprinos, virus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV). Estes foram comumente considera-
dos como entidades virais especificas. Entretanto, a
partir de analises filogenéticas, verificou-se que
esses virus devem ser vistos como um grupo
heterogéneo e ndo mais como virus estritamente
relacionados as espécies, sendo assim denomina-
dos genericamente de LVPR (PISONI et al., 2005;
GIAMMARIOLI et al., 2011).

Os lentivirus geralmente limitam a infeccao a um
simples hospedeiro, levando a sérios problemas ou
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até a morte; multiplicam-se tanto em células ativas
como em células em repouso; infectam monacitos,
macrofagos e/ou linfocitos, causando infeccao
persistente e multissistémica (AIEV, MVV e CAEV) e/
ou sindrome de imunodeficiéncia (SIV, HIV e FIV); e
apresentam altas taxas de mutagao, com consequente
diversidade genotipica, fenotipica e antigénica
(GONDA et al., 1986; PINHEIRO, 2001). Caracterizam-
se, também, pelo longo periodo de laténcia, ja que se
disseminam no organismo sem qualquer sinal
clinico por meses ou anos (STRAUB, 2004), provo-
cando enfermidades de curso progressivo nos
pequenos ruminantes, denominadas de Artrite-
Encefalite Caprina (CAE) em caprinos e Maedi-Visna
(MV) ou Pneumonia Progressiva Ovina (PPO) em
ovinos (ADAMS; CRAWFORD, 1980; PASICK, 1998).

O diagnédstico pode ser realizado por métodos de
deteccgao direta do agente etioldgico através do
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isolamento em cultivo celular (FEITOSA et al., 2011),
microscopia eletronica (RICARTE et al., 2010) e
técnicas de biologia molecular (ANDRIOLI et al.,
1999) ou por métodos indiretos, por meio da
identificagdo de anticorpos, tais como
Imunodifusao em Gel de Agarose (IDGA) (PINHEIRO
etal., 2010), Dot-Blot (ARAGAO et al., 2008), Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e Western
Blot (WB) (LIMA, 2012).

Na producao de antigeno para as técnicas de
imunodiagndstico, geralmente utilizam-se células
obtidas da membrana sinovial caprina (MSC)
para a infecgao viral. Abreu et al. (1998) e Pinheiro
et al. (2005) utilizaram estas células e demons-
traram niveis satisfatérios de vitalidade e produ-
tividade da cultura, a qual evidenciou efeitos
citopaticos perante a exposi¢ao ao virus. Outras
células ja foram utilizadas com este proposito.
Oliveira et al. (2008) demonstraram a
permissividade de células epiteliais de cornea
caprina a replicagao da cepa padrao CAEV Cork.
Cappuchio et al. (2003), estudando ovinos
infectados com Maedi-Visna, verificaram a presen-
¢a do MVV em tecido de membrana nictitante e
pulmao através de teste de imunohistoquimica e
PCR in situ. Estes tecidos foram reagentes a p25 de
MVV.

Como o uso de MSC necessita do sacrificio do
animal doador das células e a replicagao destas
normalmente é restrita a aproximadamente vinte
passagens, procurou-se encontrar outras opgoes
celulares que minimizassem estes problemas. Com
isso, padronizou-se o cultivo de células da mem-
brana nictitante caprina— MNC para infeccao por
LVPR e produgao de antigeno.

Protocolo

Foram cultivadas células fibroblasticas da membra-
na nictitante, obtidas de caprino negativo para LVPR
porWB, IDGA e reacdo em cadeia de polimerase -
PCR. Os explants foram embebidos em Meio
Essencial Minimo (MEM), e transferidos para trés
garrafas de 26cm?(A25), as quais foram incubadas
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, por
até 30 minutos, para adesao dos explants na garra-
fa. Posteriormente, foi acrescido 5mL de MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
2% de penicilina e estreptomicina (P/S) e 1% de

anfotericina B (A) em cada garrafa A25, que foram
recolocadas na estufa nas mesmas condigoes
anteriormente citadas. As culturas de explants
foram cultivadas até a obtengao de 100% de conflu-
éncia da monocamada celular. Por conseguinte
foram subcultivadas por tripsinizagao das células.

As células de MNC aderiram bem a superficie da
garrafa de cultura (Figura 1). O tempo de 30min em
estufa permitiu a adesao dos explants na parede da
garrafa. O método de obtengao de MNC é simples,
pratico e ndo tem a necessidade de sacrificar o
animal.
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Figura 1. Cultura primaria de células da MNC; seta na cor preta
aponta Explant; setas na cor vermelha apontam células individuais
que aderiram e cresceram sobre a superficie da garrafa de cultivo —
microscopia oOptica invertida aumento de 40x.

A vitalidade da cultura de MNC foi mantida por
mais de 25 passagens, sendo este valor superior
quando comparado com os dados de MSC citados
por Abreu et al. (1998) e Pinheiro et al. (2005). Abreu
et al. (1998) demonstraram que a cultura foi viavel
por mais de 20 passagens e Pinheiro et al. (2005)
observaram a vitalidade da cultura por mais de 15
passagens.

Monocamadas semiconfluentes de MNC (11°
passagem) cultivadas em garrafas Roller de 830
cm? de superficie de cultivo foram inoculadas com
15mL de suspensao viral contendo amostra padrao
CAEV Cork (titulo - 104'5TCID50/mL) diluida em MEM,
sem SFB. Incubou-se por 60 minutos em estufa a
37°C. Posteriormente, acrescentou-se 135mL de
MEM suplementado com 5% de SFB, 2% de P/S e
1% de A.



A monocamada de cultivo foi corada com cristal
violeta, por 10 minutos. Posteirormente, o corante foi
desprezado e a monocamada lavada com agua
destilada para retirada do excesso de corante. As
garrafas foram visualizadas em microscopio optico
invertido, para verificagao dos efeitos citopaticos
causados pelo virus, tais como formagao de sincicio
(células multinucleadas resultantes da fusao de
células infectadas com células nao infectadas) e
vacuolos intracitoplasmaticos. As células mostra-
ram-se passiveis de infecgao pelo lentivirus, apre-
sentando efeito citopatico em forma de sincicios e
vacuolos intracitoplasmaticos (Figura 2 A e B).
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Figura 2. A e B: setas vermelhas indicam sincicios e setas azuis
indicam células vacuolizadas — microscopia oOptica invertida em A
aumento de 200x e em B aumento de 100x

As células de MNC mostraram-se persistentes a

infeccao pelo virus. Mesmo na terceira coleta do

sobrenadante, depois de 21 dias da inoculagao, as
garrafas ainda apresentavam um grande numero de
células com cerca de 80% de confluéncia e morte
celular moderada, podendo entao ser realizadas

mais coletas de sobrenadante. Quando se utiliza a

MSC, os intervalos de coleta sao de sete dias. De

acordo com Pinheiro et al. (2010), na producao de

antigeno com MSC, os sobrenadantes devem ser
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coletados trés vezes ou até a destruicdo de 75% da
monocamada.

Realizou-se a coleta do sobrenadante (SN) de
cultivo celular por trés vezes, a cada sete dias. Este
material foi submetido a trés ciclos de congelamen-
to e descongelamento para a lise celular e liberacao
de particulas virais.

Apds os ciclos de congelamento e descongelamen-
to, o SN viral foi clarificado por centrifugagao a
3.300g a 4° C por 20 minutos, o pellet foi despreza-
do e o SN armazenado. O clarificado foi concentra-
do por pressao de gas nitrogénio em sistema
AMICON®. Solutos com peso molecular superior a
10 KDa foram retidos pela membrana e o filtrado foi
concentrado 60X do volume inicial. Apds a concen-
tragao do antigeno, este foi tratado com éter etilico
na proporgao de 1:1 para destruicao das
glicoproteinas, evidenciando a proteina p28.

Teste do antigeno por IDGA

Para avaliar o antigeno produzido foi realizado o
teste de IDGA, em agar a 0,9% em tampao fosfato,
utilizando 30 uL de soro/antigeno. O gel foi perfura-
do com roseta metalica em formato hexagonal,
para formacao de seis pocos periféricos e um
central. Os pogos periféricos foram preenchidos
com as dilui¢des seriadas do antigeno de 1:1 a 1:32
(Figura 3). No poco central, colocou-se soro padrao
positivo. A leitura foi realizada apds 48 e 72 horas,
com luz indireta sobre fundo escuro, sendo consi-
derada definitiva a ultima leitura, para verificar a
linha de precipitacao oriunda da ligacao antigeno-
anticorpo. O antigeno produzido apresentou reacao
em linha de precipitagao até a dilui¢ao 1:8, sendo
esta linha bastante forte e nitida na diluigao 1:2.

Figura 3. Avaliacao de antigeno de lentivirus caprino produzido a
partir de células de membrana nictitante, utilizando-se teste de
imunodifusdo em gel de agarose (IDGA).
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Conclusao

A obtencao de crescimento satisfatério em cultura e a
observacao do efeito citopatico demonstram que as
células MNC sao passiveis de infeccao pelos LVPR e
atuam como outra opgao de tecido para isolamento
viral. Foi observado que as células de MNC infectadas
permitem mais coletas de sobrenadante rico em
particulas virais e, consequentemente, de produgao
de antigeno, pois mostraram-se mais persistentes a
infeccao pelo virus. A obtengao do tecido de MNC é
um procedimento simples e pratico e nao exige o
sacrificio do animal.
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