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RESUMO

As células que crescem em cultivo in vitro estdo divididas em trés classes: primarias, de
linhagem finita ou cultivos secundarios e de linhagem continua, que podem ser multiplicadas
indefinidamente. Estas derivam de tumores ou células transformadas artificial ou
naturalmente. Neste trabalho é descrita uma linhagem de células de cornea de feto caprino
(CorFC) e seu cultivo em meios suplementados com baixo teor de SFB visando a producgao de
antigenos do virus da artrite-encefalite caprina para pesquisa de anticorpos pela imunodifusédo
em gel de Agar. A linhagem celular CorFC apresenta aparéncia fibroblastica e vem sendo
cultivada ha mais de 2 anos, por mais de 40 passagens, sem alteracdo perceptivel na
morfologia ou na taxa de multiplicacdo celular. Das 163 amostras de soros testados pela
micro-IDGA, com antigeno (Ag) comercial (Biovetech, Brasil), 29 (17,79%) apresentaram
resultado positivo; dessas, 28 também foram positivas a micro-IDGA com Ag-MEM e Ag-
DMEM/12 e 29 com o Ag-RPMI 1640. Foi observada 6tima concordancia ajustada de kappa
(k) entre os testes de micro-IDGA empregando-se o Ag comercial, Ag-MEM e Ag-
DMEM/F12 (k = 0,98) e perfeita entre o antigeno comercial e Ag-RPMI 1640 (k = 1,00).
Devido as suas caracteristicas de crescimento as células CorFC tém se comportado como de
linhagem continua, o que s6 podera ser definitivamente comprovado com a continuagédo das
passagens. Os meios de cultivo celular estudados (MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640)
demonstraram-se adequados para nutrir as células de linhagem CorFC. Entretanto,
considerando em conjunto, 0 meio RPMI 1640 seria 0 mais recomendado para seu cultivo,
nas suplementagdes de 2% de SFB para escalonamento e de 0,1% para manutencdo.As células
da linhagem CorFC cultivadas em MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640 mostraram-se altamente
permissiveis a replicacdo do virus CAEV em meio com baixo teor de SFB, com producéo de
antigenos de melhor qualidade, reducdo de custos com insumos e simplificacdo no processos

de purificacdo de proteinas, sobretudo quando o meio RPMI 1640 € usado.

Palavras-chave: DMEM/F12, RPMI 1640, células CorFC, SFB



ABSTRACT

Cells which grow in vitro culture is divided into three categories: primary, secondary or crop
finite line and continuous line, that can be grown indefinitely. These tumors derived from
transformed cells or artificially or naturally. This work describes a cell line of fetal goat
cornea (CorFC) and its growth in media supplemented with low FBS aimed at producing
virus antigens caprine arthritis-encephalitis for antibodies by agar gel immunodiffusion. The
cell line has CorFC fibroblastic appearance and has been cultivated for more than two years,
more than 40 passages without noticeable change in the morphology or the rate of cell
multiplication. Of the 163 serum samples tested by micro-AGID with antigen (Ag)
commercial (Biovetech, Brazil), 29 (17.79%) were positive, of these, 28 were also positive for
micro-AGID-MEM with Ag and Ag -DMEM/12 Ag and 29 with RPMI-1640. We observed
excellent agreement adjusted kappa (k) between the micro-AGID tests employing the
commercial Ag, Ag-MEM and Ag-DMEM/F12 (k = 0.98) between the antigen and perfect
commercial and Ag-RPMI 1640 (k = 1,00). Due to their growth characteristics of cells CorFC
have behaved as a continuous lineage, which can only be definitively confirmed with
continued passages. The studied cell culture media (MEM, DMEM/F12 and RPMI 1640)
showed to be adequate to nourish the cell lineage CorFC. However, considering jointly the
medium RPMI 1640 was the most recommended for cultivation, in supplementation of 2%
FBS for scheduling and 0.1% to manutengdo.As CorFC cell line grown in MEM, and
DMEM/F12 RPMI 1640 proved to be highly permissive to CAEV replication of the virus in
medium with low FBS, with production of higher quality antigens, reducing input costs and

simplify the processes of purification of proteins, especially when the RPMI 1640 is used.

Key-words: DMEM/F12, RPMI 1640, cells CorFC, FBS
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia, que por definicdo consiste no uso de organismos, sistemas e
processos bioldgicos para obtencdo de produtos e servicos, data dos primoérdios da civilizacdo
(SCHEPER, 2000; BUTLER, 2007). Os trabalhos no campo do cultivo de células e de tecidos
tiveram sua origem no século XIX quando se comegou a estudar com maior detalhe os 6rgaos
e tecidos inseridos em vasos de vidro (UNCHERN, 1999).

Os avangos das técnicas de cultivo de células tém sido de suma importancia para o
desenvolvimento de estudos nas areas de virologia, genética, fisiologia celular, cultivo de
queratindcitos (ANDREASSI, 1992; BURLESON, et al., 1992; PEREZ e CURI, 2005),
producdo de biofarmacos entre outros (EKWALL et al., 1990; MORGAN e DARLING,
1995; VINCI e PAREKH, 2003; MEYER, 2009).

O alto valor agregado e o aumento do numero de produtos biotecnoldgicos obtidos a
partir de cultura de células animais, pesquisa e desenvolvimento das metodologias envolvidas
no processo tem sido alvo de grande interesse (EVEN et al., 2006).

Estudos recentes demonstraram que o cultivo de células € utilizado em larga escala por
industrias farmacéuticas e companhias de biotecnologia, na obtencdo de produtos biologicos
com alto grau de pureza e representando cerca de metade dos lucros com novas
biotecnologias (BUTLER, 2007).

Eagle (1955) relatou o meio essencial minimo (MEM), necessério para o cultivo de
células de mamiferos aderentes ou em suspensdo, o qual inclui 29 nutrientes sendo treze
aminoéacidos, oito vitaminas, seis espécies de ions, glucose e suplemento de soro animal. Este
meio tornou-se a referéncia para o desenvolvimento de outros meios e suas variantes, 0s quais
foram estabelecidos com objetivo de atender as necessidades da ampla gama de culturas
celulares existentes (PAUL, 1975; FRESHNEY, 2005).

Apesar do considerdvel progresso no desenvolvimento das técnicas de cultivo de
celulas, a manutengdo e o crescimento das culturas sdo rotineiramente suplementadas com
soro de origem animal, em especial o soro fetal bovino (SFB), e esta suplementacdo induz
diversas varidveis nos protocolos de pesquisa, 0 que vem gerando preocupagdes e discussdes
éticas e de seguranga na comunidade cientifica (EVEN et al., 2006; FALKNER, et al., 2006;
EIBL et al., 2008).

As vantagens e disponibilidade dos meios livre de soro (MLS) s&o amplamente
reconhecidas, eles fornecem uma forma mais definida e controle do ambiente de cultura,

entretanto, o uso continuado de soro no meio de cultura celular parece basear-se
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essencialmente da préatica historica, em vez da necessidade cientifica (FRESHNEY, 2005;
BUTLER, 2007).

As células em cultura, pelo fato de manterem os mecanismos fundamentais de
proliferacdo, representam um modelo experimental vivo considerado em muitos testes,
substituto do modelo animal, preservando primordialmente a vida e as espécies, em diversas
situagdes experimentais.

Linhagens continuas, podem ser multiplicadas indefinidamente, derivadas de tumores
ou células transformadas artificialmente, ou naturalmente, resultado da selecdo, por inimeras
passagens, de células adaptadas plenamente as condi¢es de cultivo in vitro (MORGAN e
DARLING, 1995; VIRGINIO e TEIXEIRA, 2004; PEREZ e CURI, 2005). As células de
linhagem geralmente sdo mais faceis de manter, multiplicam-se rapidamente produzindo
maior rendimento de células por frasco de cultivo, podem crescer mesmo quando semeadas
em baixas concentragdes, possuem potencial de cultivo indefinido e se adaptam melhor as
condicdes de meio livre de soro (FRESHNEY, 2005).

O processo de producdo de antigeno viral realizado pela indastria baseia-se,
essencialmente, no cultivo de células animais em garrafas roller ou em biorreatores de tanque
agitado. Para tanto, em diversas etapas do ciclo de producéo, quer seja durante a multiplicacdo
viral ou o escalonamento dos cultivos celulares, é necesséaria a utilizacdo de quantidades
significativas de soro de animais adultos ou de fetos, geralmente de origem bovina, como

suplemento do meio de cultura.

Meios de cultura livres de proteinas de origem animal para o cultivo de células
animais sdo comercializados ha anos, e sua utilizacdo para a obtencdo de cultivos com alta
densidade de linhagens celulares tem sido o foco de diversos estudos. Deste modo, espera-se
que os principais beneficios técnicos com a ndo utilizacdo de SBF sejam: uma maior
velocidade no processo de concentracdo, seguranca na reducdo do risco de contaminacéo,
bem como, a reducdo do custo de reagentes e suplementos utilizados nestas culturas celulares,

contribuindo assim para o bem-estar animal.

Neste contexto, objetivou-se descrever uma linhagem de células de cornea de feto
caprino (CorFC) e seu cultivo em meios suplementados com baixo teor de SFB visando a
producdo de antigenos do virus da artrite encefalite (CAEV) para pesquisa de anticorpos pela

imunodifuséo em gel de agarose (IDGA).
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

O cultivo de células animais in vitro teve sua origem no século XIX como um
conjunto de procedimentos experimentais usados para isolar e manter células viaveis a partir
de 6rgdos de diversos animais, pelo menos por alguns dias. A partir destas origens modestas e
ao longo de um pouco mais de 100 anos, a cultura de células animais tem evoluido para uma
tecnologia moderna, baseada em principios cientificos e de engenharia (MORGAN e
DARLING, 1995; ASSIS et al., 2002; FRESHNEY, 2005).

A historia da cultura de célula pode ser dividida em trés fases: A primeira fase vai até
1838 reflete o periodo das definicdes e hipoteses sobre a morfologia e a origem celular; A
segunda fase estendeu-se de 1839 até 1902, sendo de relativa inatividade, dando-se destaque
ao trabalho de Wilhem Roux, em 1885, que manteve por varios dias explante de medula de
embrido de galinha em solucdo salina aquecida, e ao de Lunggren, que em 1898, manteve in
vitro fragmentos de pele humana imersos em fluidos ascéticos; A terceira fase, que se estende
até os dias atuais, teve seu inicio a partir de 1903 tendo como referéncia o trabalho de Jolly
quando realizou estudos sobre a sobrevivéncia e divisdo celular em cultivo (WHITE, 1954;
WASLEY e MAY, 1970; PAUL, 1975; MATHER e ROBERTS, 1998; MEYER, 2009).

Em 1907 Ross Harrison acompanhou a diferenciacéo celular dos fragmentos de cordéo
espinhal de girino, dispostos em linfa de rd, demonstrando que sua funcdo normal mantinha-
se in vitro. Este estudo Ihe conferiu o titulo de pai do cultivo celular. Harrison e Burrows em
1910 ajustaram as técnicas de cultivo de tecidos de anfibios aos tecidos de animais
homeotermos, descobrindo a importancia do plasma sangtiineo em cultura (WITKOWSKI,
1979; DILS, 1984; AMARAL e SANTELLI, 2011).

Alexis Carrel, Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1912, trouxe para 0
laboratério de cultura celular as técnicas de assepsia utilizadas nas intervencdes cirdrgicas.
Esta abordagem permitiu-o subcultivar uma linhagem celular de fibroblasto de galinha
durante 34 anos, contudo suas técnicas eram tdo meticulosas que desestimulavam muitos
pesquisadores (MORGAN e DARLING, 1995; PEREZ e CURI, 2005).

Na década de 30, Fischer utilizou substancias aceleradoras do crescimento,
demonstrando que tecidos e células mantidas fora do organismo animal requerem um nimero

maior de substancias ndo necessarias para o desenvolvimento no ambiente de origem. Com 0
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advento dos antibioticos em 1940 foi possivel simplificar sensivelmente as técnicas de
cultivos de células em fungdo de se controlar as contaminagfes provocadas por
microrganismos. (HELGASON e MILLER, 1998; ASSIS et al., 2002; FRESHNEY, 2005).

2.2 Células em Cultivo

Na atualidade pode-se cultivar in vitro por periodo de tempo variavel células animais
oriundas de um amplo numero de tecidos que podem ser obtidos tanto de organismos
embrionarios como adultos (CRUZ et al., 1992; ASSIS et al., 2002).

Nos seres multicelulares os diferentes tipos de células podem ser identificados por
suas caracteristicas morfologicas em um organismo integro, entretanto em cultivo estas
diferencas desaparecem e varias propriedades das células em cultivo incluindo sua forma e
bioguimica podem ser afetadas devido as condi¢Ges usadas para estabelecer e manter a cultura
(BURLESON, CHAMBERS e WIEDBRAUK, 1992; WISE, 2004). Tais alteragdes, que
permitem a sobrevivéncia, refletem o carater das células sobreviventes diante as pressdes
seletivas na populacdo como a selecdo natural que opera nas populacdes de organismos em
evolucdo. A populacdo resultante baseia-se no sucesso reprodutivo das células que se
adaptaram melhor as condi¢bes de cultura prevalecente (PAUL, 1975; NOVIKOFF e
HOLTZAN, 1995).

2.2.1 Tipos de Células

As células que crescem em cultivo, seja em suspensdo ou aderentes, estdo divididas
em trés classes: células primarias, células linhagem finita e células de linhagem continua
(BURLESON et al., 1992; FRESNEY, 2006).

Células primérias sdo aquelas obtidas diretamente do 6rgdo ou tecido, apos a
desagregacdo enzimatica, ou mecanica. Esta cultura € constituida por uma populacdo mista e
retém algumas caracteristicas do tecido de origem.

A populacdo derivada de passagens e dispersdo subsequentes realizadas no cultivo
primario sdo denominadas células de linhagem finita ou cultivos secundarios, estas mantém o
cariotipo do tecido de origem, entretanto ndo podem ser subcultivadas indefinidamente.
(MATHER e ROBERTS, 1998; WHO, 1998; WISE, 2004; COSTA et al., 2005; FRESNEY,
2006).
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As linhagens de células sdo constituidas por células que derivam de tumores e células
transformadas; estas por sua vez podem ser obtidas mediante a transfeccdo com oncogenes,
manipuladas com a utilizacdo de elementos carcinogénicos ou pela transformacédo das células
de um cultivo primario, resultado de inimeras passagens, havendo uma mutacéo lenta de
algumas células que se sobrepBem ao restante da cultura, tornando-se predominantes sem
contudo manter as caracteristicas das células que as originaram (MORGAN e DARLING,
1995; VIRGINIO e TEIXEIRA, 2004; PEREZ e CURI, 2005).

As células de linhagem, invariavelmente, além de portarem um ndmero anormal de
cromossomos, multiplicam-se mais rapidamente, crescem em alta densidade, n&o
demonstrando muita evidéncia de orientacdo espacial e raramente apresentam funcgéo
especializada, podendo crescer mesmo quando semeadas em baixas concentraces e possuem
um potencial de cultivo indefinido, entretanto dependem dos mesmos requerimentos

nutricionais das células anteriormente citadas (FRESHNEY, 2005).

2.2.2 Subcultura

Quando as células atingem a fase estaciondria, observa-se uma reducdo na taxa de
crescimento celular, devido a um esgotamento do meio e/ou uma inibi¢do por confluéncia,
portanto as celulas devem ser subcultivadas antes que alcancem uma densidade populacional
que leve todo sistema a uma condicdo de crise e a fase degenerativa (MORGAN e
DARLING, 1995; MATHER e ROBERTS,1998; GIBCO, 2011).

O processo de passagem ou subcultura consiste em transferir as células que estdo
aderidas a superficie do frasco de cultura para outro, permitindo assim que estas voltem a
multiplicar-se. Para tanto, faz-se necessario desprender e dispersar as células através da
técnica de raspagem ou pela acdo enzimatica (R1ZZO et al., 1983; DOYLE e GRIFFITHS,
1998).

Mather e Roberts (1998) reportam que 0 método de raspagem € um processo mecanico
gue consiste em desprender as células aderidas com um tipo de rodo plastico com base de
borracha denominada de scrapping Entretanto, esta técnica além da destruicdo de grande
numero de células devido ao atrito proporciona uma suspensdo pouco dispersa com muitos
grumos.

O emprego de enzimas proteoliticas € o método mais difundido para a dispersao
celular e entre as mais utilizadas estdo a tripsina, pancreatinina, elastase e colagenase

(R1ZZ0, 1977; FRESHNEY, 2005).
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No processo de tripsinizagdo, o tempo para se obter uma suspenséo celular dispersa
depende de cada cultura e condicdo da monocamada, contudo deve-se ter cuidado com
exposicdo excessiva das celulas a associacao tripsina-versene (ATV) pois esta pode causar
danos irreversiveis a estrutura celular. A acdo da tripsina € inibida pela presenca de fatores
anti-proteoliticos contidos no SFB, enquanto o &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) é
inibido pelos ions célcio e magnésio presentes no meio de cultura utilizado na realizacdo de
subculturas (MORGAN e DARLING, 1995; VAN DER VALK et al., 2010).

2.3 Meios

O principio bésico para o sucesso do crescimento e manutencdo das células oriundas
de culturas primarias ou linhagens continuas in vitro, é que este deve representar 0 mais
proximo possivel do encontrado in vivo. Estabelecendo-se um sistema onde fatores ambientais
importantes como o substrato sobre o qual as células crescem, temperatura, pH e 0 meio de
cultivo ir4 determinar o desenvolvimento das células e o estabelecimento da cultura
(FRESHNEY, 2005; BUTLER, 2007; GSTRAUNTHALER, 2010).

O meio para cultura celular é constituido por uma salina tamponada e isotonica,
contendo os nutrientes essenciais para 0 metabolismo, crescimento e proliferagdo celular tais
como vitaminas, aminoacidos, ions inorganicos, precursores de acidos nucléicos, carboidratos
e outros suplementos. A classica solu¢do Ringer é o meio mais simples que foi desenvolvido
com concentracbes de diferentes sais para preservar tecido muscular do coracdo de sapos.
(MORGAN e DARLING, 1995; HARTUNG et al., 2002)

Eagle (1955) relatou que o meio essencial minimo (MEM), necessario para o cultivo
de células de mamiferos aderentes ou em suspensdo, inclui 29 nutrientes sendo 13
aminoéacidos , 8 vitaminas , 6 espécies de ions , glucose e suplemento de soro animal. Seguido
por Ham em 1965, constituiram a base sobre a qual 0os meios de cultura foram estabelecidos
com objetivo de atender as necessidades da ampla gama de culturas celulares existentes
(PAUL, 1975; FRESHNEY, 2005; MEYER, 2009).

Meios livres de soro (MLS) ndo necessitam de suplementagédo com soro, mas podem
conter fragdes protéicas oriundas de tecidos animais ou extratos de plantas. Nos dltimos 10
anos, investigagdes sobre a funcdo das células levaram a identificagdo de um crescente
nimero de componentes Uteis para o desenvolvimento de meios de cultura livre de soro.
Vaérias linhagens de células transformadas ou recém-transfectadas podem ser mantidas nestes

meios enriquecidos sem adaptacdo (BRUNNER et al., 2010).
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E evidente que todas as células tém suas proprias necessidades em matéria de
suplementos, tipos de células diferentes tém diferentes receptores envolvidos na
sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo (ROMIJN, 1988).

Atualmente existem mais de 100 diferentes formulacbes de MLS que podem ser
facilmente adaptadas para novas culturas sem grande investimentos em tempo e dinheiro
combinagOes de meio padrdo podem ser testadas para determinar aquelas que resultam em
cultivos com crescimento e produtividade em niveis séricos minimo. O Meio Eagle
Modificado por Dulbecco’s (DMEM) e a mistura de nutrientes F12 (HAN’S F12) e o Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640) demonstraram que o soro pode ser reduzido ou omitido
sem necessidade de selecdo de células (FRESHNEY, 2005 CHEN T. e CHEN K., 2009;
BRUNNER et al., 2010).

2.4 Suplementos

Suplementos sdo frequentemente adicionados ao meio de cultivo, o mais comum ¢é
soro de origem animal. O soro mais utilizado é o de origem bovina, normalmente na forma de
SFB, pois de modo geral quanto mais jovem o animal, maior € o poder de promocao de
crescimento celular (VAN DER VALK et al., 2004; ISAAC et al., 2011).

O SFB é uma mistura complexa de diferentes fatores contendo um grande nimero de
componentes, como proteinas, vitaminas, minerais, lipideos e hormonios essenciais para o
crescimento e manutencdo das células, sendo, portanto, um suplemento de crescimento
universal e eficaz com a maioria dos tipos de células humanos e animais (MATHER e
ROBERTS, 1998; BRUNNER et al., 2010).

No entanto, a utilizacdo do SFB em cultura celular também tem um ndmero de
desvantagens: 1) as preocupac0es éticas e questdes de bem-estar animal - o SFB é colhido de
fetos de vacas gestantes durante o abate e é geralmente obtido por meio de puncéo cardiaca,
sem anestesia, provocando sofrimento desnecessario para o bezerro. A quantidade de SFB
produzida para o mercado mundial é estimada em 500.000 litros por ano. Como
consequéncia, mais de 1.000.000 de fetos bovinos devem ser colhidos e esses numeros
deverdo aumentar anualmente; 2) variagcdes na composicéo do soro de lote para lote devido as
diferencas das condi¢des sazonais e continentais, resultando em variagdes nas culturas de
células e resultados; 3) o soro pode ser uma fonte potencial de contaminagcdo microbiana, tais
como fungos, bactérias, micoplasmas, virus ou prions; 4) custo elevado, um vez que o valor

varia conforme a origem do produto e taxa cambial (ROMIJN, 1988; VAN DER VALK et al.,
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2004; FRESHNEY, 2005; EVEN et al., 2006; FALKNER et al., 2006; BRUNNER et al.,
2010; COSTA et al., 2010).

2.5 Virus da artrite encefalite caprina (CAEV)

2.5.1 Classificagéo e Estrutura

O virus da artrite-encefalite caprina (CAEV) é um lentivirus pertencente a familia
Retroviridae. Foi descrito por Cork et al. (1974) como agente de encefalite em caprinos
jovens e em animais adultos com artrite crénica, consubstanciado como um retrovirus por
Crawford et al. (1980).

Além de manifestacdes de artrite e encefalite, a infec¢do esta associada a mastite e a
pneumonia (KENNEDY-STOSKOPF et al., 1985; NARAYAN et al., 1989). Estas formas de
apresentacdo da doenca sdo observadas em ovinos infectados pelo lentivirus Maedi-Visna
(MVV) (NARAYAN et al., 1997).

Devido a possibilidade de infeccdo cruzada entre caprinos e ovinos, foram
denominados lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) (JOAG et al., 1996), sendo 0s
detectados na Europa e nas Américas ( NARAYAN e CLEMENTS, 1989; CALLADO et al.,
2001), inclusive no Brasil (MOOJEN et al., 1986; CASTRO et al., 1999).

Os lentivirus apresentam estruturas esféricas, envelopadas com diametro variando de
80 nm a 100 nm, ndcleo denso, contendo moléculas idénticas de RNA fita simples, uma
molécula de transcriptase reversa dependente de Mg2+ e proteinas do nucleocapsideo (PEPIN
etal., 1998).

O envelope estd associado com as glicoproteinas transmembranarias e de superficie.
Outra estrutura presente na particula viral é a matriz que situa-se entre o capsideo. O ciclo de
replicacdo dos LVPR esta dividido em duas fases: infeccdo e expressao. A fase de infeccdo da
origem ao provirus e a fase de expressdao resulta na producdo do RNA viral, proteinas e
formac&o de virions (ARAUJO, et al., 2010). O ciclo de replicacdo dos LVPR consiste na
ligacdo do virus pelas glicoproteinas do envelope aos receptores da superficie celular, fuséo
do envelope com a membrana celular, liberacdo do RNA viral no citoplasma da célula, que é
transcrito em DNA por acéo da transcriptase reversa, transito de DNA para o nucleo da célula,
integracdo do DNA com sitios do DNA celular para a formacédo do provirus, sintese do RNA

viral pela RNA polimerase Il usando o provirus como molde, transcricdo do genoma em
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RNA-mensageiros, sintese das proteinas virais, montagem e brotamento do virus (
CALLADO et al., 2001).

Os LVPR in vivo apresentam tropismo pelas células mondcito-fagocitarias
(NARAYAN et al., 1982), principalmente os macréfagos (BRODIE et al., 1995).

In vitro diversos estudos tém sido utilizado uma variedade de tipos células para
iIsolamento e replicagdo dos LVPR mantidas em atmosfera com 5% de CO2, nutridas com
MEM e suplemento de 5 a 15% de soro animal: células de cérnea (HECKERT et al., 1992;
SIMARD et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2008), membrana sinovial (NARAYAN et al., 1980;
CRAWFORD e ADAMS, 1981; KLEVJER-ANDERSON e CHEEVERS, 1981; ABREU et
al., 1998; ARRUDA et al., 2011), fibroblastos caprinos imortalizados (TEIXEIRA et al,;
1997) células do plexo cordide (CHEBLOUNE et al., 1996) células epiteliais mamarias
(ZANONI et al., 1994; LERONDELLE et al.,1999) formando efeito citopatico (ECP)
caracterizado por vacualizacdo e formacdo de células multinucleadas seguido por morte
celular (ABREU et al., 1998).

2.5.2 Diagnostico

O diagndstico laboratorial da artrite-encefalite caprina (CAE) é baseado primariamente
na deteccdo de anticorpos, tendo varios métodos envolvidos, tais como, imunodifusdo em gel
de agarose (IDGA), imunofluorescéncia indireta (IFI), ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) e Western blot (WB) (ANDRES et al., 2005).

A IDGA baseia-se na migracdo do antigeno e anticorpo através do gel de agarose. O
encontro dos reagentes, leva a formacdo de complexos antigeno-anticorpo insollveis que
precipitam, tornando-se visiveis sob a forma de uma linha ou banda de precipitacdo
(TORTORA et al., 2000; ARRUDA et al., 2011),

A imunodifusdo em gel de agarose é a forma de diagndstico mais utilizada em todo
mundo, recomendada pela Organizacdo Mundial de Sadde Animal (OIE, 2012) para o
diagnostico dos LVPR, apresenta baixo custo e alta especificidade, credenciando-a para a
realizacéo dos diagndsticos de triagem (VAREA et al., 2001; ARRUDA et al., 2011).
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Células de cornea fetal caprina naturalmente imortalizada para producdo de antigenos do virus
da artrite encefalite caprina
Corneal cells naturally immortalized fetal goats for the production of virus antigens caprine
arthritis encephalitis.
SA Nascimento!, MIMR Silva®, RCC Maia®, RS Castro*”
! Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco.

UFRPE. *Rua Dom Manuel de Medeiros, s/n-Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brasil.
rscastro@dmv.ufrpe.br

Resumo

As células que crescem em cultivo in vitro estdo divididas em trés classes: primérias, de
linhagem finita ou cultivos secundarios e de linhagem continua, que podem ser multiplicadas
indefinidamente. Estas derivam de tumores ou células transformadas artificial ou
naturalmente. Neste trabalho é descrita uma linhagem de células de cérnea de feto caprino
(CorFC) e seu cultivo em meios suplementados com baixo teor de SFB visando a producéo de
antigenos do virus da artrite-encefalite caprina para pesquisa de anticorpos pela imunodifusédo
em gel de Agar. A linhagem celular CorFC apresenta aparéncia fibroblastica e vem sendo
cultivada ha mais de 2 anos, por mais de 40 passagens, sem alteracdo perceptivel na
morfologia ou na taxa de multiplicacdo celular. Das 163 amostras de soros testados pela
micro-IDGA, com antigeno (Ag) comercial (Biovetech, Brasil), 29 (17,79%) apresentaram
resultado positivo; dessas, 28 também foram positivas a micro-IDGA com Ag-MEM e Ag-
DMEM/12 e 29 com o0 Ag-RPMI 1640. Foi observada 6tima concordancia ajustada de kappa
(k) entre os testes de micro-IDGA empregando-se o Ag comercial, Ag-MEM e Ag-
DMEM/F12 (k = 0,98) e perfeita entre o antigeno comercial e Ag-RPMI 1640 (k = 1,00).
Devido as suas caracteristicas de crescimento as células CorFC tém se comportado como de
linhagem continua, o que so podera ser definitivamente comprovado com a continuacdo das

passagens. Os meios de cultivo celular estudados (MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640)
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demonstraram-se adequados para nutrir as células de linhagem CorFC. Entretanto,
considerando em conjunto, 0 meio RPMI 1640 seria 0 mais recomendado para seu cultivo,
nas suplementacdes de 2% de SFB para escalonamento e de 0,1% para manutencéo.As células
da linhagem CorFC cultivadas em MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640 mostraram-se altamente
permissiveis a replicacdo do virus CAEV em meio com baixo teor de SFB, com producdo de
antigenos de melhor qualidade, reducdo de custos com insumos e simplificacdo no processos

de purificacdo de proteinas, sobretudo quando o meio RPMI 1640 € usado.

Palavras-chave: DMEM/F12, RPMI 1640, células CorFC, SFB

Abstract

Cells which grow in vitro culture is divided into three categories: primary, secondary or crop
finite line and continuous line, that can be grown indefinitely. These tumors derived from
transformed cells or artificially or naturally. This work describes a cell line of fetal goat
cornea (CorFC) and its growth in media supplemented with low FBS aimed at producing
virus antigens caprine arthritis-encephalitis for antibodies by agar gel immunodiffusion. The
cell line has CorFC fibroblastic appearance and has been cultivated for more than two years,
more than 40 passages without noticeable change in the morphology or the rate of cell
multiplication. Of the 163 serum samples tested by micro-AGID with antigen (Ag)
commercial (Biovetech, Brazil), 29 (17.79%) were positive, of these, 28 were also positive for
micro-AGID-MEM with Ag and Ag -DMEM/12 Ag and 29 with RPMI-1640. We observed
excellent agreement adjusted kappa (k) between the micro-AGID tests employing the
commercial Ag, Ag-MEM and Ag-DMEM/F12 (k = 0.98) between the antigen and perfect

commercial and Ag-RPMI 1640 (k = 1,00). Due to their growth characteristics of cells CorFC
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have behaved as a continuous lineage, which can only be definitively confirmed with
continued passages. The studied cell culture media (MEM, DMEM/F12 and RPMI 1640)
showed to be adequate to nourish the cell lineage CorFC. However, considering jointly the
medium RPMI 1640 was the most recommended for cultivation, in supplementation of 2%
FBS for scheduling and 0.1% to manutencdo.As CorFC cell line grown in MEM, and
DMEM/F12 RPMI 1640 proved to be highly permissive to CAEV replication of the virus in
medium with low FBS, with production of higher quality antigens, reducing input costs and

simplify the processes of purification of proteins, especially when the RPMI 1640 is used

Key-words: DMEM/F12, RPMI 1640, cells CorFC, FBS
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Introducéo

As células que crescem em cultivo in vitro estdo divididas em trés classes: primérias, que sdo
aquelas obtidas diretamente do érgdo ou tecido apos a desagregacdo enzimatica ou mecanica;
de linhagem finita ou cultivos secundarios, derivadas de passagens realizadas no cultivo
primario; e de linhagem continua, que podem ser multiplicadas indefinidamente, derivadas de
tumores ou células transformadas artificialmente, ou naturalmente, resultado da selec&o, por
inimeras passagens, de celulas adaptadas plenamente as condi¢Ges de cultivo in vitro
(MORGAN e DARLING, 1995; VIRGINIO e TEIXEIRA, 2004; PEREZ e CURI, 2005). As
celulas de linhagem geralmente sdo mais faceis de manter, multiplicam-se rapidamente
produzindo maior rendimento de células por frasco de cultivo, podem crescer mesmo quando
semeadas em baixas concentracdes, possuem potencial de cultivo indefinido e se adaptam
melhor as condic¢Bes de meio livre de soro (FRESHNEY, 2005).

O principio bésico para o sucesso do crescimento e manutencao das células in vitro é que este
deve ser o mais proximo possivel do encontrado in vivo, no que diz respeito ao substrato
sobre o qual as células crescem, temperatura, pH e 0 meio nutritivo, que deve suprir minerais,
vitaminas, aminoacidos e fatores de crescimento essenciais as células (FRESHNEY, 2005;
BUTLER, 2007; GSTRAUNTHALER, 2010).

Apesar do consideravel progresso no desenvolvimento das técnicas de cultivo de células, a
manutencg&o e o crescimento das culturas séo rotineiramente feitos com meios suplementados
com soro de origem animal, em especial o soro fetal bovino (SFB), em concentracfes de 2% a
20%. A obtencdo de fetos e a falta de homogeneidade entre os lotes de SFB, que induz a
diversas variaveis nos protocolos de pesquisa e producdo, vém gerando preocupacgdes e
discussOes éticas e de seguranca na comunidade cientifica (VAN DER VALK et al., 2004;
EVEN et al, 2006; FALKNER et al, 2006; EIBL et al, 2008). Por isto, esforgos tém sido feitos

para obter meios que resultem em cultivos celulares com crescimento e produtividade em
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niveis desejaveis sem ou com suplementacdo minima de SFB. Os meios Eagle Modificado
por Dulbecco’s (DMEM), F12 (HAN’S F12) e do Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640) tém sido empregados com sucesso (FRESHNEY, 2005; CHEN T. e CHEN K., 2009;
BRUNNER et al, 2010).
Células de origem caprina para diferentes usos tém sido obtidas de diversos tipos de tecidos:
testiculo (MAZUR, C. e MACHADO, R. D., 1990), rins (OLIVEIRA et al, 1998), membrana
sinovial (CRAWFORD e ADAMS, 1981), plexo cordide (CHEBLOUNE et al., 1996), mama
(LERONDELLE et al.,1999) e ovério (LAMARA et al, 2001). Também tém sido descritas
células fibroblésticas de linhagem continua imortalizadas por transformacdo com SV-40
(TEIXEIRA et al., 1997). Ndo h& registro de linhagens continuas de origem caprina
naturalmente imortalizadas.
Culturas de células de membrana sinovial caprina, cultivadas com 2 a 5 % de SFB, tém sido
as mais frequentemente empregadas para producdo de antigenos do virus da Artrite-encefalite
caprina (CAEV) para pesquisa de anticorpos precipitantes, através da imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) (KIRKLAND e BATTY, 1987; ABREU et al, 1998; PINHEIRO et al, 2005).
Células de cornea de linhagem finita tém se mostrado permissiveis ao CAEV e tém sido
empregadas para producdo de antigenos virais para uso em ensaios imunoenzimaticos -
ELISA (SIMARD et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2008).

Neste trabalho € descrita uma linhagem de células de cornea de feto caprino (CorFC) e seu
cultivo em meios suplementados com baixo teor de SFB visando a producdo de antigenos do

CAEV para pesquisa de anticorpos pela IDGA.
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Material e Métodos

Cultivo celular

Foram utilizadas células (CorFC) obtidas inicialmente por explantacdo de cornea de feto
caprino coletado em abatedouro, provenientes do banco de células da Industria e Comércio de
Produtos Biotecnologicos Ltda ME (Biovetech). Apds estabelecidas, as culturas foram
testadas por PCR para CAEV, Maedi-Visna, Ectima, BVD e micoplasmas, e foram mantidas
por sucessivas passagens em meio essencial minimo de Eagle (MEM) (GIBCO Cat. N°
61100-061, USA), contendo penicilina, estreptomicina e anfotericina B, incubadas a 37°C.
Como suplementacdo do MEM foram utilizados 10% de SFB para passagens e 2% para
manutencao.

As células CorFC foram submetidas a uma tentativa de imortalizacéo artificial utilizando-se o
“T-Large Antigen” do virus SV-40 com o plasmideo pBR-SV (TEIXEIRA et al., 1997). Neste
processo a cultura celular transfectada com o plasmideo precisa ser selecionada naturalmente
por meio da morte por senescéncia das células ndo-transfectadas. Depois de vérias tentativas

percebeu-se que as células continuavam vivas por meses e nao entravam em senescéncia.

Avaliacgdo do crescimento das células CorFC em meios suplementados com baixo teor de
SFB

Durante as passagens, as culturas de CorFC foram tripsinizadas e subcultivadas em frascos de
25cm2, com concentracdo de 4 x 10 células/mL, incubadas a 37°C em sistema fechado para a
obtencdo das monocamadas. As culturas de CorFC foram adaptadas aos meios DMEM/F12
(GIBCO Cat. N° 12400-024, USA) e RPMI 1640 (GIBCO Cat. N° 23400-021, USA) por

mudanca direta do meio e reducéo progressiva do percentual de SFB (GIBCO Cat. N° 12657 /
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Lot. N° 210125K, BRASIL) de forma escalonada de 10%, 5%, 2% e 0,1% com intervalo de 7
dias entre cada etapa.

Apbs o periodo de adaptacéo foi avaliado o crescimento celular nos meios MEM, DMEM/F12
e RPMI 1640 suplementados com 2% ou 0,1% de SFB. Para isto, foi construida uma curva de
crescimento, com base na densidade celular de frascos de 25cm? semeados com 5 mL de
células na concentracéo de 4 x 10* células/mL. As células foram coletadas por tripsinizacdo a
cada 24 horas, por um periodo de 168 horas. A contagem de células por mililitro foi
determinada utilizando-se o hemacitémetro de Neubauer. A diferenciacdo entre as células
viaveis e as ndo viadveis foi feita através da adicdo do corante Azul de Tripan com

concentracdo de 0,4 M (Sigma T-8154, USA). (MORGAN e DARLING, 1995).

Producéo de antigenos do CAEYV e avaliacdo na IDGA

Monocamadas de CorFC dos grupos MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640, foram estabelecidas
por passagens por tripsinizagéo e cultivo com 2% de SFB no volume de 80 mL em frascos de
150cm2. As monocamadas semi-confluentes foram lavadas com PBS e inoculadas com 1,0
mL da amostra viral CAEV Cork com o titulo de 10*°. Apés 30 minutos de adsorcdo foi
acrescentado o meio de cultivo suplementado com 0,1% de SFB. A partir do 10° dia pés-
inoculacdo (PI), a cada 7 dias, o sobrenadante de cada cultura foi coletado e congelado. Os
frascos de cultivo foram substituidos quando apresentaram mais de 70% de destruicdo da
monocamada celular.

Para producdo dos antigenos (Ag) de CAEV, os sobrenadantes foram congelados e
descongelados trés vezes, clarificados por centrifugacdo a 3.300g por 20 minutos, a 4°C e
dialisados em membrana (THOMAS SCIENTIFIC Swedesboro, NJ, USA 3787-d10), contra
polietilenoglicol (PEG 6.000) a 40% em PBS (pH 7,6), a 4°C durante 48 a 72 horas, até a

concentracdo de aproximadamente 50 vezes, quando foi coletado e armazenado a -20°C
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(ABREU et al., 1998). O antigeno foi diluido em PBS (pH 7,6) e titulado, com dilui¢des
duplas, frente ao soro controle positivo do kit para diagnostico de CAE (IDGA) (Biovetech,
Brasil) e usado como duas unidades precipitantes (UP).

A Avaliacdo dos antigenos, denominados Ag-MEM, Ag-DMEM/F12 e Ag-RPMI 1640, foi
realizada através de uma micro-IDGA descrita por Arruda et al. (2011). Foram utilizadas 163
amostras obtidas no banco de soro do Laboratorio de Virologia Animal (LAVIAN) do
Departamento de Medicina Veterinaria da UFRPE, provenientes de caprinos do Estado de
Pernambucano, previamente testadas pela micro-IDGA (Arruda et al., 2011), empregando
antigeno e soro controle positivo do kit para diagndstico da CAE (IDGA) (Biovetech, Brasil).
Os resultados dos testes com os trés antigenos foram comparados através do indicador de
concordancia ajustada Kappa (K), sensibilidade e especificidade relativas aos resultados com

antigeno comercial (PEREIRA, 2008).
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Resultados e Discussao

A linhagem celular CorFC apresenta aparéncia fibroblastica (Figura 1) e vem sendo
cultivada ha mais de 2 anos, por mais de 40 passagens, sem alteracdo perceptivel na
morfologia ou na taxa de multiplicacdo celular. Essas células foram submetidas a um processo
artificial de imortalizagdo quando foi observado que as mesmas ndo entraram em senescéncia,
indicativo de sua natural imortalizacdo. Uma das hipdteses para explicar esse fenémeno seria
que células-tronco, naturalmente existentes no limbo do tecido da cornea (NISHIDA, 2003),
foram selecionadas no processo de continuas passagens resultando na sua imortalizacdo. A
transformacao natural de células animais em linhagens continuas tem sido relatada, como, por
exemplo, células vero (African Green monkey kidney cells), BHK21 (Baby hamster kidney
cells) e CHO (Chinese hamster ovary cells) (WHO, 1998). A obtencdo de células
imortalizadas representa importante avanco, pois torna desnecessaria a obtencdo de novas
amostras de tecidos e novo processo para estabelecimento das culturas, minimizando 0s riscos
de contaminagdo por virus, micoplasmas e prions (VAN DER VALK et al., 2004; EVEN et
al., 2006; FALKNER et al., 2006; EIBL et al., 2008)). Por outro lado, as células CorFC ja
foram testadas negativamente para micoplasmas e o0s principais virus caprinos, o que garante
maior seguranga no Sseu uso.

Os resultados do efeito dos diferentes meios e concentracbes de SFB sobre a
proliferacdo das células CorFC (Figura 1) demonstram que, em linhas gerais, ap0s 0 processo
de adaptacdo as mesmas foram susceptiveis aos meios MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640. Na
passagem com meios na concentracdo de 2% de SFB as células entraram na fase logaritima
antes de 24 horas em todos os grupos, alcangando a fase estacionaria e obtendo o numero
maximo de células vivas apds 144 horas de cultivo, independentemente do meio, contudo os
frascos cultivados com RPMI 1640 apresentaram maior densidade celular. Na concentragédo

de 0,1% de SFB houve reducéo de cerca de quatro vezes na taxa de crescimento das celulas
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em todos 0s meios. No geral houve pequena varia¢do no nimero de células entre os grupos no
periodo de 72 horas. Neste momento o grupo MEM alcancou o plateau e logo em seguida
iniciou um periodo de declinio; as celulas cultivadas com DMEM/F12 e RPMI 1640
continuaram em crescimento exponencial, estabelecendo sua fase estacionaria com 144 horas.

A densidade e a alta viabilidade celular obtidas com os meios MEM, DMEM/F12 e
RPMI 1640 demonstram a capacidade de suporte nutricional desses meios para cultivo das
células CorFC mesmo em baixo nivel sérico. A reduzida concentracdo celular nas passagens
com 0,1% de SFB comparativamente a 2%, conforme ilustrado na figura 3, deve-se a reducéo
dos fatores de proliferacdo celular contidos no SFB necessarios a maioria dos tipos de células
animais cultivadas in vitro (MATHER e ROBERTS, 1998; BRUNNER et al., 2010). Uma vez
que o uso de baixa concentracdo celular para replicacdo viral comprometeria o processo de
obtencdo de particulas virais de forma produtiva (FRESHNEY, 2005 CHEN T. e CHEN K.,
2009; BRUNNER et al., 2010), a suplementacdo com 2% de SFB seria recomendada para
passagens de células CorFC nos subcultivos e a de 0,1% para manutencdo celular e
inoculagéo viral, empregando-se os meios MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640.

A reducdo na concentracdo de SFB nos meios de cultivo celular é um passo
importante para resolver ou minimizar certos problemas relacionados ao seu uso. Com base
nos resultados, observa-se que, no cultivo de células CorFC, é possivel reduzir a concentracdo
de SFB em 5 a 10 vezes (de 10-20% para 2%), para o meio de passagem celular, e 20 vezes
(2% para 0,1%) para 0 meio de manutengdo. Isto é altamente desejavel, pois implica na
necessidade de menos coletas de SFB, reduzindo seu impacto negativo ao bem estar animal,
bem como, em menor risco de contaminacao exogena associada ao SFB (VAN DER VALK et
al., 2004; FRESHNEY, 2005; EVEN et al., 2006; FALKNER et al., 2006; BRUNNER et al.,
2010). A possibilidade de reduzir a concentragdo de SFB a niveis tdo baixos na

suplementacdo dos meios de cultivo deve ser atribuida ndo apenas a qualidade dos meios
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DMEM/F12 e RPMI 1640, mas a interacdo desses com a alta capacidade de multiplicacdo das
células CorFC, o que é uma caracteristica das linhagens continuas (WHO, 1998).

As células CorFC demostraram-se permissiveis a replicacdo do virus CAEV
independente do meio (Figura 2), contudo houve variacdo quanto a necessidade de
concentracdo dos sobrenadantes para obtencdo dos antigenos na titulacdo de 2 UP: MEM
(sobrenadante concentrado 56 vezes), DMEM/F12 (35 vezes) e RPMI 1640 (27 vezes). Além
disso, as monocamadas cultivadas com RPMI 1640 tiveram um incremento na quantidade de
antigeno obtido de 353% em relacdo ao MEM e de 62% ao DMEM. As variacbes no
rendimento e na concentracdo possivelmente estdo relacionadas a densidade celular, que se
mostrou crescente nessa mesma ordem (Figura 3). Do ponto de vista do processo produtivo e
do produto final, a necessidade de menor concentracdo do sobrenadante para producdo do
antigeno implica em maior rendimento, com menor custo, e em um produto (antigeno) menos
denso e viscoso, o que reduz, durante os testes, residuos retidos na ponteira de pipetagem, o
que é desejavel, sobretudo quando se emprega a micro-IDGA (ARRUDA et al., 2011) como
teste soroldgico, que emprega apenas 10 uL do antigeno.

Das 163 amostras de soros testados pela micro-IDGA, com antigeno comercial, 29
(17,79%) apresentaram resultado positivo. Dessas, 28 também foram positivas a micro-IDGA
com Ag-MEM e Ag-DMEM/12 e 29 com o Ag-RPMI 1640. Comparando os testes (Tabelas
1, 2 e 3) observa-se 6tima concordancia ajustada de kappa entre os testes de micro-IDGA
empregando-se o0 antigeno comercial, Ag-MEM e Ag-DMEM/F12 (k = 0,98) e perfeita entre
o antigeno comercial e Ag-RPMI 1640 (k = 1,00). As reac¢des de precipitacdo entre antigeno e
anticorpo observadas em todos os teste estdo dentro dos padrGes para micro-IDGA,
permitindo uma leitura segura ap0os 24 horas de incubacgéo, o que esta de acordo com Arruda
et al. (2011). Entretanto, as linhas formadas pelo Ag-RPMI 1640 apresentavam-se

ligeiramente mais luminosas e equilibradas em relacdo ao soro padrdo do que as formadas
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pelos Ag-MEM e Ag-DMEM/12 (Figura 4). Credita-se tal fato a menor concentracdo do
sobrenadante para obtencdo do antigeno, o que pode justificar a ligeiramente superior
sensibilidade relativa (100%) do Ag-RPMI em comparagdo com os Ag-MEM e Ag-
DMEM/F12 (96,6%). E bem conhecido que a alta concentragio de proteinas do SFB dificulta
a obtencdo das proteinas desejaveis em cultivo celular, como, por exemplo, os antigenos
virais a serem utilizados na producdo de vacinas ou em kits de diagnostico (SIMARD et al.,

2001; OLIVEIRA, 2007).
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Conclusodes

Devido as suas caracteristicas de crescimento as células CorFC tém se comportado como de
linhagem continua, o que s6 podera ser definitivamente comprovado com a continuacdo das
passagens.

Os meios de cultivo celular estudados (MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640) demonstraram-se
adequados para nutrir as células de linhagem CorFC. Entretanto, considerando em conjunto, o
meio RPMI 1640 seria 0 mais recomendado para seu cultivo, nas suplementagdes de 2% de
SFB para escalonamento e de 0,1% para manutencao.

As células da linhagem CorFC mostraram-se altamente permissiveis a replicagdo do virus da
artrite-encefalite caprina (CAEV).

Com o cultivo das células da linhagem CorFC em meio com baixo teor de SFB pode-se
produzir antigenos do CAEV de melhor qualidade com reducdo de custos com insumos e
simplificacdo no processos de purificacdo de proteinas, sobretudo quando o meio RPMI 1640

é usado
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Figura 1. Camada de células de cdrnea fetal caprina (CorFC) com 72h de cultivo em meio
RPMI 1640: A - Suplementacdo com 0,1% SFB (60x); B - Suplementacdo com 2% SFB
(60x). Coloragéo: pandtico
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Figura 2. Camada de células de cornea fetal caprina (CorFC) cultivada em meio RPMI 1640
suplementado com 0,1% SFB. Efeito citopatico (sincios em destaque) 18 dias pds inoculagdo
(40x). Coloracéo: panotico
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Figura 3. Curva de crescimento de células de cdrnea fetal caprina (CorFC) cultivadas em
MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640 suplementados com 0,1% ou 2% de SFB.
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Figura 4. Reacdes de imunodifusdo em gel de agar (micro-IDGA): A - Ag-MEM; B - Ag-
DMEM/F12 C - Ag-RPMI 1640. Nos pogos 1, 3 e 5 sdo distribuidos 10 pL de soro padrio;
nos pocos 2, 4 e 6, 30 uL dos soros a serem testados € no pogo 7, 10 pL. do antigeno.

Tabela 1 - Resultados de soros caprinos testados pela imunodifusio em gel de Agar (micro-

IDGA) empregando o Ag-MEM em comparacao com o Ag-comercial

Ag-Comercial*

Teste
Positivo Negativo Total
Ag-MEM Positivo 28 0 28
Negativo 1 134 135
Total 29 134 163

*Biovetech, Recife.
Sensibilidade relativa= 96,6%; Especificidade relativa= 100%; Kappa = 0,98.
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Tabela 2 - Resultados de soros caprinos testados pela imunodifusio em gel de Agar (micro-
IDGA) empregando o Ag-DMEM/F12 em comparagdo com o Ag-comercial

Ag-Comercial*

Teste
Positivo Negativo Total
Ag-DMEM/F12 Positivo 28 0 28
Negativo 1 134 135
Total 29 134 163

*Biovetech, Recife.
Sensibilidade relativa= 96,6%; Especificidade relativa= 100%; Kappa = 0,98.

Tabela 3 - Resultados de soros caprinos testados pela imunodifusdo em gel de Agar (micro-
IDGA) empregando o Ag-RPMI 1640 em comparagdo com o Ag-comercial

Ag-Comercial*

Teste
Positivo Negativo Total
Ag-RPMI 1640 Positivo 29 0 29
Negativo 0 134 134
Total 29 134 163

*Biovetech, Recife.
Sensibilidade relativa= 100%; Especificidade relativa= 100%; Kappa = 1,00
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