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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho desenvolver testes sorolégicos (IDGA e ELISA indireto -
ELISAI) utilizando antigenos do virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) obtidos a partir
de uma linhagem de células de cdrnea caprina (células CorFC) cultivada com 0,1% de SFB.
Para a IDGA foram obtidos antigenos a partir de células cultivadas em MEM, DMEM/F12 e
RPMI 1640. Das 163 amostras de soros testados (28 positivas e 135 negativas), 28 (17,17%)
apresentaram resultados positivos para o Ag MEM e Ag DMEM/12 e 29 (17,79%) para 0 Ag
RPMI 1640. Comparando-se os resultados obtidos com os trés Ag foi observada concordancia
ajustada de kappa quase perfeita (0,98 a 1,00). O antigeno Ag RPMI 1640, que apresentou
melhor qualidade das linhas de precipitagdo na IDGA e melhor rendimento foi avaliado
comparativamente com um Ag comercial (Kit para diagnéstico de CAE — IDGA; Unika
biotech, Recife). O teste dos 797 soros com 0 Ag comercial apresentou 216 positivos e 581
negativos; com o Ag RPMI 1640 foram observados 225 resultados positivos e 572 negativos,
correspondendo a sensibilidade (Se) e especificidade (Es) relativas de 100% e 98,45%,
respectivamente. De forma global, houve uma concordancia ajustada (kappa = 0,97) quase
perfeita entre os resultados com ambos Ag. Para o ELISAI foram empregandos antigenos
virais nativos obtidos por um processo simples (clarificacdo, dialise e tratamento com triton
X-100) a partir de células cultivadas em meio RPMI 1640. Apos a padronizacao foram feitas
as avaliagdes de desempenho do ELISAI. Ao avaliar a repetibilidade do ELISAI RPMI
observou-se o CV entreplacas de 4,4 e 17,3 e entre dias de 5,1 e 18,4, para soros negativo e
positivo, respectivamente. Os resultados dos 722 soros testados com os Kits para diagnostico
de LVPR IDGA/ELISAI comerciais (Unika biotech, Recife) apresentou 166 positivos e 556
negativos; com o ELISAI RPMI foram observados 171 resultados positivos e 551 negativos,
correspondendo a Se e Sp relativas de 97,59% e 98,38%, respectivamente, com concordancia
ajustada kappa de 0,95, considerada quase perfeita. Esses resultados demonstram que pode-se
estabelecer uma IDGA e um ELISA para diagnostico de LVPR altamente sensiveis e
especificos utilizando-se um modelo simplificado para obtencdo de antigenos, empregando
células CorFC cultivadas com baixo teor de SFB. Dependendo do tipo de célula e meio
utilizado pode-se produzir antigenos de LVPR com baixo teor de SFB, que corrobora com o
bem estar animal, representa reducdo de custos com insumos e nos processos de purificacdo
de proteinas.

Palavras-chave: RPMI 1640, CAEV, IDGA, células de cdrnea, caprino



ABSTRACT

The objective of this work is to develop serological tests (AGID and ELISA -ELISAI) using
antigens of the virus Arthritis Encephalitis Goat (CAEV) obtained from a goat corneal cell
line (CorFC cells) grown with 0.1% FBS. For AGID antigens were obtained from cells
cultured in MEM, DMEM / F12 and RPMI 1640. Of the 163 tested sera samples (28 positive
and 135 negative), 28 (17.17%) were positive for MEM and Ag Ag DMEM / 12 and 29
(17.79%) to Ag is RPMI 1640. Comparing the results obtained with three Ag was observed
almost perfect agreement kappa adjusted (0.98 to 1.00). The Ag RPMI 1640 antigen, which
showed better quality of precipitation lines in AGID and best performance was evaluated in
comparison to a commercial Ag (Kit for the diagnosis of CAE - AGID; Unika biotech,
Recife). The test of 797 sera with commercial Ag showed 216 positive and 581 negative;
RPMI 1640 with Ag were observed 225 positive and 572 negative, corresponding to
sensitivity (Se) and specificity (Es) for 100% and 98.45%, respectively. Globally, there has
been adjusted (kappa = 0.97) between the almost perfect results with both Ag. For ELISAI
empregandos native viral antigens were obtained by a simple process (clarification, dialysis
and the treatment with triton X-100) to from cells cultured in RPMI 1640. After
standardization were made the ELISAI performance evaluations. To assess the repeatability of
the observed ELISAi RPMI CV entreplacas 4.4 and 17.3 and between 18.4 and 5.1 days for
negative and positive sera. The results of 722 sera tested with the kits to diagnose LVPR
AGID / commercial ELISAI (Unika biotech, Recife) showed 166 positive and 556 negative;
with RPMI were observed ELISAI 171 positive and 551 negative, and if Sp corresponding to
about 97.59% and 98.38%, respectively, with agreement adjusted kappa 0.95, considered
almost perfect. These results demonstrate that one can establish an AGID an ELISA for
highly sensitive and specific diagnosis of LVPR using a simplified model for obtaining of
antigens, employing CorFC cells with low levels of FBS. Depending on the cell type and
medium used can be produced LVPR antigens with low FCS content, which agrees with the
animal welfare, represents a reduction of input costs and protein purification processes.
Keywords: RPMI 1640, CAEV, AGID, corneal cells, goats
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1. INTRODUCAO

A artrite-encefalite caprina (CAE) foi descrita por Cork et al. (1974), nos USA, como
uma encefalite em caprinos jovens e artrite cronica em animais adultos. O virus da CAE
(CAEV) foi isolado e identificado como retrovirus por Crawford et al. (1980), semelhante ao
virus Visna-Maedi previamente descrito na Islandia (THORMAR e HELGADOTTIR, 1965;
GUDNADOTTIR e PALSSON, 1967). Esses virus atualmente sdo classificados como CAEV
e Visna/maedi (KING et al., 2012). Devido as semelhancas estruturais, bioldgicas, genéticas e
a possibilidade de infeccdo cruzada entre ovinos e caprinos, CAE e Visna/maedi tém sido
denominados Lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) (RAMIREZ, 2013).

Maedi-visna e CAE fazem parte da Lista de Doengas da Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), estdo amplamente distribuidos em diversos paises, principalmente os
que apresentam ovino e caprinocultura mais tecnificadas, onde causam significativas perdas
produtivas e prejuizos econdmicos, sobretudo decorrentes da dificuldade de controle pela
auséncia de vacinas (REINA et al., 2013).

Nos rebanhos afetados o controle dos LVPR ¢ feito pela segregacdo e/ou eliminacao
de animais infectados, com base em testes sorolégicos e aquisicdo de animais negativos,
preferencialmente de rebanhos livres. Os testes soroldgicos recomendados para diagndstico de
LVPR séo a imunodifusdo em gel agar (IDGA) e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (DE
ANDRES et al., 2005; OIE, 2015).

A IDGA, apesar de ser altamente especifico, geralmente apresenta sensibilidade
inferior ao ELISA, que apresenta outras vantagens, como a possibilidade de automacéo das
leituras, quantificacdo dos anticorpos e teste de soro sanguineo ou lacteo. Existem muitos
ELISA utilizados para diagndstico de LVPR, utilizando, como antigenos, proteinas nativas de
LVPR ou proteinas recombinantes de LVPR expressas em E. coli e peptideos sintéticos
(HECKERT etal., 1992; RIMSTAD et al., 1994).

A producdo de antigenos para diagnéstico de LVPR tem utilizado culturas celulares
oriundos de diversos tipos de tecidos: membrana sinovial, plexo coroide, cdrnea entre outros
(NARAYAN et al., 1980; ABREU et. al., 1998; OLIVEIRA et al., 2008; NASCIMENTO,
2012)

Apesar do consideravel 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). Esta suplementagéo induz

diversas variaveis nos protocolos de pesquisa, 0 que vem gerando preocupacdes e discussdes
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éticas e de seguranca na comunidade cientifica (EIBL et al., 2008; VAN DER VALK et al.,
2010).

As vantagens e disponibilidade dos meios livres de soro (MLS) sdo amplamente
reconhecidas, pois fornecem uma forma mais definida e controle do ambiente de cultura,
entretanto, 0 uso continuado de soro no meio de cultura celular parece basear-se
essencialmente da pratica histdrica, em vez da necessidade cientifica (VAN DER VALK et
al., 2004; BUTLER, 2007). Por outro lado, o emprego de culturas adequadas aos propésitos,
bem como a compreensdo das caracteristicas do substrato celular e dos processos é
fundamental para que os resultados e produtividade alcancados represente o perfil biolégico
do cultivo utilizado (HESSE e WAGNER, 2000; MORETTI et al., 2010; BERLEC e
STRUKELJ, et al., 2013).

Recentemente foi estabelecido a linhagem celular CorFC a qual apresenta elevada
viabilidade, taxa de multiplicacdo celular e permissividade a replicacdo de diversos virus,
inclusive LVPR, em niveis minimos de SFB (NASCIMENTO, 2012).

Deste modo, espera-se que 0s principais beneficios sejam: uma maior velocidade no
processo de producdo e purificacdo de antigenos, seguranca na reducdo do risco de
contaminacdo, otimizacdo dos protocolos, bem como reducdo dos custos, contribuindo assim

para o bem-estar animal.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver testes soroldgicos (ELISA e IDGA) utilizando antigenos do virus da
CAE, obtidos a partir da linhagem CorFC cultivadas em meio com baixo teor de SFB.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o comportamento da linhagem CorFC infectadas pelo virus da CAE,

cultivadas em meio com baixo teor de SFB;

Padronizar um ELISA indireto (ELISAI) e uma IDGA para diagndstico de LVPR em
caprinos utilizando antigenos obtidos por um processo simples de preparacdo (clarificacdo,
dialise e tratamento com triton X-100);

Avaliar o desempenho do ELISAi e IDGA com base na sensibilidade (S) e na

especificidade (Sp) relativas dos testes.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)

3.1.1 Classificagéo

Os lentivirus pertencem a familia Retroviridae infectam naturalmente um amplo
ndmero de mamiferos: seres humanos com Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV);
primatas ndo humanos - Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV); equinos - Virus da
Imunodeficiéncia equina (EIAV); felinos - Virus da Imunodeficiéncia felina (FIV), bovinos -
Virus da Imunodeficiéncia bovina (BIV), Virus da doenca Jembrana (JDV) e pequenos
ruminantes que incluem o virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) e Maedi-Visna virus
(MVV) (KING et al., 2012).

O virus da artrite-encefalite caprina foi descrito por Cork et al. (1974) como agente
causal de encefalite em caprinos jovens e artrite crénica em animais adultos e identificado
como um retrovirus por Crawford et al. (1980). Alem de manifestacfes clinicas de artrite e
encefalite, a infeccdo estd associada a mastite (KENNEDY-STOSKOPF et al., 1985) e a
pneumonia intersticial. Estas quatro formas de apresentacdo da doenca também sao
observadas em ovinos infectados pelo virus Maedi-Visna (NARAYAN et al., 1997; PEPIN et
al., 1998).

Devido a possibilidade de infeccdo cruzada entre ovinos e caprinos, foram
denominados lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) (RAMIREZ et al., 2013).

Os LVPR ate a presente data estdo classificados em cinco grupos filogenéticos (A-E) e
que se subdividem em subtipos. Os grupos A e B sdo predominantes, o grupo A inclui 15
subtipos (Al-Al5) e B apenas trés (B1-B3) cujos protétipos séo o MVV e CAEV
respectivamente. (CASTRO et al., 1999b; BRAZ, 2013; RAMIREZ et al., 2013; REINA et al,
2013).

3.1.2 Estrutura

Os lentivirus sdo particulas esféricas, com diametro de 80 a 100 nm, possuem
envelope externo fosfolipidico que contém glicoproteinas de superficie (SU) e
transmembranar (TM). As quais podem ser perdidas durante os processos de purificagao viral

por serem muito sensiveis.
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As principais proteinas internas sdo a da matriz (MA), a do capsidio (CA), que
constitui o principal componente protéico do virion; e a nucleoproteina (NP), associada ao
RNA genbmico. Encontra-se além desses componentes, proteinas de propriedades
enzimaticas, como a transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN) (MURPHY et
al., 1995; STONOS et al., 2014).

Seu genoma é formado por duas moléculas idénticas de RNA, com aproximadamente
10.000 pares de bases, dependente da transcriptase reversa. Contém nas extremidades 3’ e 5’
duas curtas sequéncias repeat (R) idénticas com mesma orienta¢do, e uma sequéncia em cada
extremidade, denominadas, unique 5 (U5) e U3, que exibem elementos promotores da
transcricdo do RNA viral. ApGs a retrotranscricdo, o0 DNA proviral resultante apresenta duas
regides terminais ndo codificantes (long terminal repeat-LTR). Entre essas regides extremas
encontra-se 0s genes codantes para proteinas estruturais (gag e env) e enzimas virais (pol),
alem de pequenas open reading frames (ORF), adicionais, para proteinas reguladoras
denominadas tat, rev e vif (CLEMENTS e PAYNE, 1994; RAMIREZ et al., 2013).

O gene gag codifica um precursor, que apés clivagem proteolitica resulta nas proteinas
MA, CA e NP; o pol codifica as proteinas de atividade enzimatica (RT, PR, IN e dUTPase); 0
env codifica um precursor que € clivado por uma protease celular, resultando nas
glicoproteinas do envelope (SU e TM); tat, rev e vif, codificam proteinas reguladoras da
expressdo viral, também denominadas Tat, Rev e Vif (SONIGO et al., 1985; DAVIS e
CLEMENTS, 1989; SALTARELLI et al., 1990; HARMACHE et al., 1995; GAZIT et al.,
1996; STONOS et al., 2014).

3.1.3 Replicacéo

A replicacdo dos LVPR consiste na ligacdo do virus pelas glicoproteinas do envelope
aos receptores da superficie celular, apds a fusdo com a membrana celular e destruicdo parcial
do capsideo ocorre a liberacdo do RNA viral no citoplasma que sob a acdo da RT sintetiza
uma cépia de DNA. Durante a sintese do DNA as sequéncias U3 e U5 sdo duplicadas e
orientadas na mesma direcdo (U3-R-U5) para formar as LTR, que sdo utilizadas para
integracdo do DNA viral no DNA gendmico do hospedeiro, sob acdo da IN, e formar o
provirus (CASTRO et al., 1999; RAMIREZ et al., 2013).

A transcricdo do DNA proviral em RNA genémico pela agdo da enzima celular RNA
polimerase 11, acontece em um primeiro momento, evidenciado pela presenga, especialmente

no citoplasma, de pequenos mRNAs virais, responsdveis pela produgdo das proteinas de
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regulacdo (Tat e Rev), e outra, durante a qual ocorre acentuada transcrigdo, resultante no
surgimento de pequenos e de grandes mRNAS, com composi¢do das proteinas estruturais
(Gag e Env), enzimas virais (Pol) e a Gltima proteina de regulacao (Vif) (VIGNE et al., 1987;
SARGAN et al., 1994; LARRUSKAIN e JUGO, 2013).

Os mRNAs codificantes para Env séo traduzidos nos polirribossomos associados ao
reticulo endoplasmatico rugoso e o produto fica aportado na membrana celular, enquanto que
0s RNA completos sdo traduzidos em precursores gag ou gag-pol, nos polirribossomos livres.
Apbs a sintese dos componentes virais ocorre a montagem, fendmeno controlado pelo
precursor gag, com encapsidacao de duas moléculas de RNA genémico, tRNA primer e RT;
estabelecimento proteolitico dos polipeptideos precursores e o brotamento das particulas
virais, que adquirem componentes lipidicos da membrana celular para formagdo do envelope
viral (CLEMENTS e PAYNE, 1994; STONOS et al., 2014).

Os LVPR apresentam elevada frequéncia de mutacdes, que sdo acumuladas e
favorecem o desenvolvimento desse grupo. O acimulo de mutacdes leva a coexisténcia de
subpopulagBes virais heterogéneas, provenientes de um mesmo genoma antecessor,
conhecidas como quasispécies (PRESTON e DOUGHERTY, 1996; RAMIREZ et al., 2013).

3.1.4 Tropismo celular

Em relacdo as células permissiveis a replicacdo in vivo destacam-se as do sistema
monocitico-fagocitario. O virus infecta mondcitos, 0s quais sdo permissiveis para a adsorcao
viral e integracdo do genoma, mas a infec¢do permanece encoberta até que a célula diferencia-
se em macréfagos. Esta maturacdo aumenta a expressdo dos fatores de transcricdo
consequentemente, a replicacdo viral (NARAYAN et al., 1982; BRODIE et al., 1995).
Contudo, ja foram isolados virus em outros tipos celulares como células fibroblasticas,
epiteliais, endoteliais e do plexo cordide (GEORGSSON et al., 1989; ZINK et al., 1990;
CARROZA et al., 2003; RAMIREZ et al., 2013).

Estudos tém utilizado uma variedade de cultivos celulares oriundos de diversos tipos
de tecidos para isolamento e replicacdo dos LVPR in vitro, a exemplo: Membrana Sinovial —
(NARAY AN et al., 1980; CRAWFORD e ADAMS, 1981; KNOWLES et al., 1994; DAVIES
et al., 1997; ABREU et al., 1998; SIMARD et al., 2001; CHEEVERS et al., 2003; ARRUDA
et al., 2011); Fibroblastos Caprinos Imortalizados — (TEIXEIRA et al., 1997; MSELLI-
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LAKHAL et al., 2000); Células musculares lisas — (LEUROX et al., 1995; LECHAT et al.,
2005); Células do cumullus oophurus — (CORTEZ ROMERO et al. (2006); Células do
Plexo Coroide — (WINWARD et al., 1979; HOUWERS e NAUTA, 1989; CHEBLOUNE et
al., 1996; FEVEREIRO et al., 1999; CELER et al., 2000; KRISTBJORNSDOTTIR et al.,
2004; ELTHAIR et al., 2006); Células Epiteliais Mamarias — (ZANONI et al., 1994;
LERONDELLE et al.,1999); Células de Cérnea - (HECKERT et al., 1992; SIMARD et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2008; NASCIMENTO, 2012).

3.1.5 Diagnostico

O diagndstico laboratorial dos LVPR é baseado primariamente na deteccdo de
anticorpos antivirais o qual demonstra indiretamente a existéncia de infecgdo. No entanto, a
pesquisa direta da infeccdo, pelo isolamento e identificacdo do agente ndo é utilizado
rotineiramente por ser demorado e dispendioso. Alternativamente, tem-se utilizado a reacéao
em cadeia de polimerase (PCR) (REINA, 2013).

Dentre os testes disponiveis: Imunodifusdo em gel de agar (IDGA); ELISA;
Imunoprecipitacdo; Radioimunoensaio (RIA); Western blot (WB) e Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) quer seja direto ou indiretos, é necessario que se tenha um teste de alta
sensibilidade e especificidade. A IDGA tem sido amplamente utilizada (KNOWLES et al.,
1994; ABREU et al., 1998; ARRUDA et al.,, 2011). Contudo em virtude de sua maior
sensibilidade e possibilidade de automacédo, varios ELISA tém sido desenvolvidos para
pesquisa de anticorpos sericos, usando-se antigenos CAE, MVV, proteina recombinante ou
peptideos sintéticos (HECKERT et al., 1992, ZANONI et al., 1994; DE ANDRES et al.,
2005; BRINKHOF et al., 2007; RAMIREZ et al., 2013)

A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) preconiza o uso dos testes
sorolégicos IDGA e ELISA no diagnostico de LVPR para o comércio internacional.

A IDGA apresenta baixo custo, exigindo poucos equipamentos, facilidade de execucao
e alta especificidade, geralmente apresenta sensibilidade inferior aos ELISA, que mostram
outras vantagens, como a possibilidade de automacéo das leituras o que permite processar um
namero maior de amostras quando comparado com a IDGA, quantificacdo dos anticorpos e
teste de soro sanguineo ou lacteo. Entretanto a sensibilidade deste teste depende do tipo,
processo e qualidade do antigeno utilizado (HERRMANN-HOESING, 2010; OIE, 2015).
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Diversos métodos tem utilizado o cultivo de células para a producdo e purificacdo de
antigenos para diagnostico de LVPR, que demandam excessos de manipulacdo, uso de
cromatografia, filtracdo sob pressdo, centrifugacdo em gradiente e/ou ultracentrifugacao
(ZANONI et al. 1994; CASTRO et al., 1999; MOREIRA et al., 2010; ALVES et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2014).

3.2 Cultura Celular

3.2.1 Aplicagdes

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

O cultivo de células firmou-se como um metodo relevante tanto para a pesquisa como
para a biotecnologia. Os avancos das técnicas de cultura celular permitiram o estabelecimento
de modelos mais simples do que os realizados com animais de experimentacdo. (FRESNEY,
2002; BERLEC e STRUKELJ, et al., 2013).

Tem sido de suma importancia para o desenvolvimento e expansdo nas areas da
medicina regenerativa, na producdo de biofarmacos e imunobiologicos, genética, oncologia,
virologia entre outros (EKWALL et al., 1990; VINCI e PAREKH, 2003; BARRY, 2004;
PEREZ e CURI, 2005; DUROCHER e BUTLER, 2009; LUCEY, 2009; MEYER, 2009;
SUNLEY,2010; AMORIN et al., 2013; SANDERS, 2013; FDA, 2015).

Estudos recentes demonstraram que o cultivo de células é utilizado em larga escala por
industrias farmacéuticas e companhias de biotecnologia na obtencdo de produtos bioldgicos
com alto grau de pureza, representando um mercado cujo crescimento anual esta entre 10 e 20
% (BUTLER, 2007; ZHU, 2012; RADER, 2013).

Por outro lado o emprego de culturas adequadas aos propdsitos, bem como a
compreensdo das caracteristicas do substrato celular e dos processos sdo fundamentais para
que os resultados e produtividade alcancados representem o perfil bioldégico do cultivo
utilizado, possivel otimizagdo do protocolo, bem como reducdo dos custos (HESSE, 2000;
FRESNHEY, 2002; MORETTI et al., 2010).
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3.2.2 Células em Cultivo

Os diferentes tipos de células podem ser identificados por suas caracteristicas
morfolégicas em um organismo integro, entretanto em cultivo vérias propriedades, incluindo
sua forma e bioquimica podem ser afetadas devido as condi¢des usadas para estabelecer e
manter a cultura. Tais alteracGes refletem o carater das células sobreviventes e a populacéo
resultante baseia-se no sucesso reprodutivo das células que melhor se adaptaram as condicdes
de cultura (PAUL, 1975; NOVIKOFF e HOLTZAN, 1995; BURLESON, et al., 1992; WISE,
2004).

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

Células primarias sdo aquelas obtidas diretamente do 6rgdo ou tecido, apos a
desagregacé@o enzimatica, ou mecanica. Esta cultura é constituida por uma popula¢do mista e
retém algumas caracteristicas do tecido de origem (FRESNEY, 2006).

A populacdo derivada de passagens e dispersdo subsequentes realizadas no cultivo
primario sdo denominados cultivos secundarios, estas mantém o cariétipo do tecido de
origem, entretanto ndo podem ser subcultivadas indefinidamente (WISE, 2004; FRESNEY,
2006; WHO, 2013).

Linhagens continuas sdo substratos que derivam de tumores ou células transformadas
obtidas mediante a transfeccdo com oncogenes, ou ainda pela transformacdo das células de
um cultivo primario, que se sobrepdem ao restante da cultura resultado de inumeras
passagens, havendo uma mutacédo lenta de algumas células, tornando-se predominantes.

Estas células crescem em alta densidade, mesmo quando semeadas em baixas
concentracdes e possuem um potencial de cultivo indefinido, entretanto dependem dos
mesmos requerimentos nutricionais das células anteriormente citadas. Comparadas as culturas
primarias, experimentos empregando células de linhagens tendem a apresentar menor
variacdo nos resultados obtidos, oferecendo maior reprodutibilidade e fidelidade dos dados
(MORGAN e DARLING, 1995; VIRGINIO e TEIXEIRA, 2004; PEREZ e CURI, 2005;
FRESNEY, 2006; MASTERS e STACEY, 2007).
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3.2.3 Subcultura

Quando o cultivo atinge a fase estacionaria, ocorre uma reducdo na taxa de
crescimento celular, seja por esgotamento do meio e/ou uma inibigdo por confluéncia, assim
as células devem ser subcultivadas antes de atingirem uma densidade que leve todo sistema a
uma condicdo de degeneracdo (MORGAN e DARLING, 1995; MATHER e ROBERTS,
1998; GIBCO, 2015).

O emprego de enzimas proteoliticas é o método mais difundido para a dispersao
celular e entre as mais utilizadas esté a tripsina. No processo de tripsinizagdo, o tempo para se
obter uma suspenséo celular depende de cada cultura e condicdo da monocamada, contudo
deve-se ter cuidado com exposic¢ao excessiva das células a associagdo tripsina-versene (ATV)
pois esta pode causar danos irreversiveis a estrutura celular (FRESHNEY, 2005).

A acdo da tripsina e acido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA) € inibida pela presenca
de fatores anti-proteoliticos do SFB e pelos ions calcio e magnésio presentes no meio de
cultura respectivamente utilizados na realizacdo de subculturas (R1ZZO, 1977; MORGAN e
DARLING, 1995; DOYLE e GRIFFITHS, 1998; VAN DER VALK et al., 2010)

3.2.4 Meios

O principio basico para o crescimento e manutencdo de células in vitro, é estabelecer
um sistema onde fatores ambientais importantes como o suporte sobre o qual as estas
crescem, temperatura, pH e o meio de cultivo ird determinar o desenvolvimento das células e
0 estabelecimento da cultura (FRESHNEY, 2005; BUTLER, 2007; GSTRAUNTHALER,
2010).

O meio para cultura celular é constituido por uma salina isotdnica contendo o0s
nutrientes essenciais para o metabolismo, crescimento e proliferacdo, sua composicdo tem
papel determinante na dindmica populacional consequentemente na produtividade e qualidade
do produto, uma vez que deve fornecer as condicGes fisiologicas adequadas para o cultivo.

Os chamados meios basais possuem guatro grupos quimicos fundamentais: vitaminas,
aminodacidos, sais inorganicos e carboidratos, estes constituintes podem ter origem e
preparacdo de acordo com cada fabricante e em conformidade com diferentes especificacdes e
niveis de pureza (MORGAN e DARLING, 1995; HARTUNG et al., 2002; BUSCHER et al.,
2009; ZHU, 2012)
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Eagle (1955) descreveu o meio essencial minimo (MEM), necessario para o cultivo de
celulas de mamiferos aderentes ou em suspenséo, inclui 12 aminoécidos, oito vitaminas, cinco
espécies de ions , glicose e vermelho de fenol. Seguido por Ham em 1965, constituiram a base
sobre a qual os meios de cultura foram estabelecidos com objetivo de atender as necessidades
das culturas celulares existentes (PAUL, 1975; KRETZMER, 2002; FRESHNEY, 2005;
MEYER, 2009).

Substratos celulares diferem quanto ao grau de adaptacdo para crescer em meios de
cultura definidos, tais como meios livres de soro (MLS) visto que cada um tem suas préprias
necessidades em matéria de suplementos, por isso 0 meio de cultura escolhido deve ser apto a
sustentar o crescimento e sobrevivéncia do cultivo (MELLADO e CASTILHO, 2008;
BRUNNER et al., 2010; WHO, 2013).

Existem diferentes formulacbes de MLS que podem ser testadas e adaptadas para
novas culturas, exemplos de meios amplamente utilizados s&o 0 Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium / Ham’s Nutrient mixture F-12 (DMEM/F-12) e o Roswell Park Memorial Institute
(RPMI), entre outros demonstraram que o soro pode ser reduzido ou omitido (FRESHNEY,
2005; CHEN e CHEN, 2009; BRUNNER et al., 2010; HERNANDEZ e PIERA, 2010).

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens do MLS

Vantagens Desvantagens
Desempenho mais consistente Necessidade de maior grau de pureza de
reagente
Processamento e purificacdo mais facil Um crescimento mais lento

Avaliacdo precisa de funcdes celulares
Aumento da produtividade
Melhor controle sobre a resposta fisiologica

Deteccdo de mediadores celulares
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Tabela 2: Composicdo de trés tipos de meios frequentemente utilizados

culturas de células

COMPONENTES MEM DMEM/F-12  RPMI 1640
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
Sais Inorganicos
CaCl, - 2H,0 264 264 -
Ca(NO3)2 - 4 H,O - - 100
Fe(NOs); - 9H,0 - 0.1 -
KCI 400 400 400
MgSO, - 7TH,0 200 200 100
NaCl 6.800 6400 6.000
NaHCO; 2.200 3.700 2.000
NaH,PO, - 2H,0 158 141 -
Na,HPO, - - 800
Amino&cidos
L-arginina. HCI 126 84 -
L-asparagina - - 50
Acido L-aspartico - - 20
L-cistina 24 48 50
Acido glutamico - - 20
L-glutamina 292 584 300
Glutationa - - 1
Glicina - 30 10
L-histidina . Hcl - H,0 42 42 -
L-histidina - - 15
L-hidroxiprolina - - 20
L-isoleucina 52 105 50
L-leucina 53 105 50
L-lisina - HCI 73 146 40
L-metionina 15 30 15
L-fenilalanina 33 66 15
L-prolina - - 20

em
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COMPONENTES MEM DMEM RPMI 1640
(mg/l) (mg/l) (mg/l)
L-serina - 42 30
L-treonina 48 95 20
L-triptofano 10 16 5
L-tirosina 36 72 20
L-valina - 94 20
Vitaminas
Biotina - - 0.2
D-Ca pantotenato 1 4 0.3
Cloreto de colina 1 4 3
Acido folico 1 4 1
i-inositol 2 12.6 35
Nicotinamida 4 4 1
Acido para-aminobenzoico - - 1
Piridoxal - HCI 1 4 1
Riboflavina 0.1 0.4 0.2
Tiamina - HCI 1 4 1
Vitamina B, - - 0.005
Outros
D - Glicose 1.000 4.500 2.000
Vermelho Fenol 10 15 5
Piruvato sddico - 110 -
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3.2.5 Suplementos

Suplementos sdo frequentemente adicionados ao meio de cultivo, o mais comum ¢é
soro de origem animal adicionado numa propor¢do de 5 - 15% (v / v). O soro mais utilizado €
0 de origem bovina, normalmente na forma de soro fetal bovino (SFB), pois de modo geral
quanto mais jovem o animal, maior é o poder de promogdo de crescimento celular (PAZOS, et
al., 2004; ISAAC et al., 2011; HASHIM et al., 2012).

Utilizado a mais de cinco décadas o SFB é uma mistura complexa de diferentes
fatores, o qual ainda ndo foi devidamente caracterizado, contendo um grande nimero de
componentes, como proteinas, vitaminas, minerais, lipideos, hormdnios, fatores de
desintoxicacdo necessarios para manter o pH, inibidores de proteases como a a-antitripsina
entre outros, sendo um suplemento para a fixacdo, crescimento e proliferacdo eficaz com a
maioria dos tipos de células humanos e animais (BRUNNER et al., 2010; RAUCH et al.,
2011; HASHIM etal.,, 2012; GSTRAUNTHALER, 2013).

O SFB é um subproduto da industria de cortes de carne, sua utilizagdo em cultura
celular também tem desvantagens como:

1) Preocupac0es éticas e questdes de bem-estar animal - o SFB é colhido de fetos por
meio de puncéo cardiaca, sem anestesia;

2) Cientificos — variagdes na composicdo do soro de lote para lote, compromete as
culturas e os resultados;

3) Biosseguranca - o soro pode ser uma fonte potencial de contaminacgéo, tais como
virus ou prions, fungos, bactérias, micoplasmas;

4) Econbmico - uma vez que o valor varia conforme a origem do produto e taxa
cambial;

5) Qualidade do produto - dificuldade na obtencdo da proteina de interesse devido ao
alto teor de proteinas heterdlogas (ROMIJN, 1988; VAN DER VALK et al., 2004; EVEN et
al., 2006; FALKNER et al, 2006; KEENAN, 2006; GRILLBERGER, et al., 2009;
BRUNNER et al., 2010; COSTA et al., 2010; RAUCH et al., 2011).

Segundo Gstraunthaler (2013) estima-se que aproximadamente 500.000 litros de SFB
sdo vendidos por ano, o que significa que mais de 1.000.000 de fetos bovinos tem que ser
colhidos para atender a crescente demanda.

Em 2013, a GE Healthcare proprietaria do PAA Laboratories localizado em Linz na

Austria divulgou comunicado urgente de que alguns lotes de SFB produzidos entre 2008 até
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2013 ndo estdo em conformidade, por conter Albumina de Soro Bovino (BSA), agua e/ou
aditivos promotores de crescimento celular (FDA, 2015).

Fatos como este levam a reflexdes sobre o uso do SFB em cultivos celulares, bem
como a necessidade de buscar alternativas para sua substituicdo ou reducdo, que aliado aos
principios estabelecidos nas Boas Praticas de Cultivo Celular (BPCC) e das Boas Praticas
Laboratoriais (BPL) pressupde uma garantia de qualidade a muito necesséria (BALLS, et al.,
2006; UNGER, 2008; GSTRAUNTHALER et al., 2014).
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Tabela 3: Composicado do Soro Fetal Bovino

COMPONENTES MEDIA GAMA
Endotoxinas (ng / ml) 0.35 0.01-10.0
Glicose (mg / ml) 1.25 0.85-1.81
Proteinas (mg / ml) 38 32-70
Albumina (mg / ml) 23 20 - 36
Hemoglobina (ug / ml) 113 24 - 181
Bilirrubina total (ng / ml) 4 3-11
Bilirrubina direta (ug / ml) 2 0-5
Ureia (ug / ml) 160 140 - 200
Urato (ug / ml) 29 13-41
Creatinina (ug / ml) 31 16 —-43
Insulina (mU / ml) 10 614
Cortisol (ng / ml) 0.5 0.1-23
Horm do crescimento (ng / ml) 39.0 18.7-51.6
HPT (ng / ml) 1.72 0.085 - 6.18
T3 (ng / ml) 1.2 0.56 - 2.23
T4 (ng / ml) 0.12 0.08 - 0.16
TSH (ng / ml) 1.22 0.2-45
FSH (pg / ml) 95 20 - 338
Testosterona (pg / ml) 400 210 - 990
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COMPONENTES MEDIA GAMA
Progesterona, P4 (pg / ml) 80 3-360
LTH (pg / ml) 176 20 - 500
LH (pg / ml) 8 1,2-18
Prostaglandina Ei (ng / ml) 5.9 0.5-30.5
Prostaglandina F (ng / ml) 12.3 3.8-42.0
Vitamina A (ng / ml) 90 10 - 350
Vitamina E (ng / ml) 11 1-42
Colesterol (ug / ml) 310 120 - 630
LDH (mU / ml) 864 260 - 1,215
Fosfatase Alcalina (mU / ml) 255 110 - 352
ASAT (mU / ml) 130 20 — 200
Sédio (peq / ml) 137 125 - 143
Potassio (pneq/ ml) 11.2 10.0-14.0
Célcio (peq / ml) 6.75 6.30 - 7.15
Cloreto (peq/ ml) 103 98 — 108
Fosfato (ug / ml) 98 43 -114
Selénio (ug / ml) 0.026 0.014 - 0.038
pH 7.40 7.20 - 7.60
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5. EXPERIMENTO |

Avaliacdo de antigenos do virus da artrite encefalite caprina obtidos a partir de células de
cornea de feto caprino (CorFC) cultivadas em meios suplementados com baixo teor de soro

fetal bovino.
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Avaliacdo de antigenos do virus da artrite encefalite caprina obtidos a partir de células
de cdrnea de feto caprino (CorFC) cultivadas em meios suplementados com baixo teor
de soro fetal bovino.

Resumo

Objetivou-se com este trabalho avaliar pela técnica de imunodifusdo em gel de
agar (IDGA), antigenos (Ag) do virus da artrite encefalite caprina (CAEV) produzidos
em células de cornea de feto caprino (CorFC) cultivadas em MEM, DMEM/F12 e
RPMI 1640, suplementados com 0,1% de soro fetal bovino. Das 163 amostras de soros
testados (28 positivas e 135 negativas), 28 (17,17%) apresentaram resultados positivos
para 0 Ag MEM e Ag DMEM/12 e 29 (17,79%) para 0 Ag RPMI 1640. Comparando-se
os resultados obtidos com os Ag foi observada concordéncia ajustada de kappa quase
perfeita;. MEM x DMEM/F12 (kappa = 1,00), MEM x RPMI 1640 e DMEM/F12 x
RPMI 1640 (kappa = 0,98). O antigeno Ag RPMI 1640, que apresentou melhor
qualidade das linhas de precipitacdo na IDGA e melhor rendimento (menor quantidade
de meio de cultura e SFB/mL de antigeno), foi avaliado comparativamente com um
antigeno comercial (Kit para diagndstico de CAE — IDGA; Unika biotech, Recife). O
teste dos 797 soros com 0 Ag comercial apresentou 216 positivos e 581 negativos; com
0 Ag RPMI 1640 foram observados 225 resultados positivos e 572 negativos,
correspondendo a sensibilidade (Se) e especificidade (Es) relativas de 100% e 98,45%,
respectivamente. De forma global, houve uma concordancia ajustada (kappa = 0,97)
quase perfeita entre os resultados com Ag RPMI 1640 e Ag comercial. Dependendo do
tipo de célula e meio utilizado pode-se produzir antigenos de LVPR com baixo teor de
SFB, que corrobora com o bem estar animal, representa reducéo de custos com insumos
e nos processos de purificacdo de proteinas.
Palavras-chave: RPMI 1640, CAEV, IDGA, SFB
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the immunodiffusion agar gel
(AGID), antigens (Ag) of the virus caprine arthritis encephalitis (CAEV) produced in
goat fetus corneal cells (CorFC) grown in MEM, DMEM / F12 and RPMI 1640,
supplemented with 0.1% fetal bovine serum. Of the 163 samples tested sera (28 positive
and 135 negative), 28 (17.17%) were positive for Ag Ag MEM and DMEM / 12 and 29
(17.79%) for Ag RPMI 1640. Comparing, the results obtained with Ag was observed
almost perfect agreement adjusted kappa: x MEM DMEM / F12 (kappa = 1.00) x MEM
RPMI 1640 and DMEM / F12 x RPMI 1640 (kappa = 0.98). The Ag RPMI 1640
antigen, which showed better quality of precipitation lines in AGID best performance
(lowest amount of culture medium and FCS / mL of antigen) was evaluated
comparatively with a commercial antigen (Kit for diagnosis of CAE - AGID; unika
biotech, Recife). The test of 797 sera with commercial Ag showed 216 positive and 581
negative; RPMI 1640 with Ag were observed 225 positive and 572 negative,
corresponding to sensitivity (Se) and specificity (Es) for 100% and 98.45%,
respectively. Globally, there was an adjusted agreement (kappa = 0.97) almost perfect
between the results with Ag RPMI 1640 and commercial Ag. Depending on the cell
type and medium used can be produced LVPR antigens with low SFB content, which
agrees with the animal welfare is reducing input costs and protein purification
processes.
Keywords: RPMI 1640, CAEV, AGID, SFB
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Introducéo

As lentiviroses de pequenos ruminantes (LVPR), Artrite-Encefalite Caprina
(CAE) e Maedi-Visna (MV) dos ovinos, sdo enfermidades causadas pelos virus da
Artrite-encefalite caprina (CAEV) e Visna/maedi (King et al., 2012), que infectam
indistintamente caprinos e ovinos (Castro e Modolo, 2016). Estdo amplamente
distribuidas principalmente nos paises que apresentam a ovino e caprinocultura mais
tecnificadas, onde causam significativas perdas produtivas e prejuizos econémicos,
sobretudo decorrentes da dificuldade de controle pela auséncia de vacinas (Reina,
2013).

Nos rebanhos afetados, o controle das LVPR é feito pela segregacdo e/ou
eliminagdo de animais infectados, identificados com base em testes sorologicos, e
reposicdo com animais negativos, preferencialmente de rebanhos livres. Os testes
sorolégicos recomendados para diagndstico das LVPR sdo a imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (De Andres et al., 2005; OIE,
2015).

A producdo de antigenos em cultivo celular, para uso na IDGA e ELISA no
diagnostico das LVPR, tem sido realizada com células de Membrana Sinovial, Células
do Plexo Coroide, Células de Cdrnea cultivadas em meios suplementados com SFB em
concentraces de 2 a 5% (Abreu et al., 1998; Castro et al., 1999; Pinheiro et al., 2005;
Nascimento et. al., 2014; Rodrigues et al., 2014)

No entanto, a utilizacdo do SFB em cultura celular tem sido questionada, ndo s6
por questdes de bioética e de bem-estar animal, pois é colhido de fetos de vacas
gestantes durante o abate, mas também porque € uma mistura mal definida de
componentes e pode conter varios contaminantes como fungos, bactérias, micoplasmas,
virus ou prions. Esta suplementacdo induz diversas variaveis em protocolos de
pesquisas e pode, em certas situacGes, comprometer a qualidade e a seguranca na
producdo biotecnoldgica (Hashim et al., 2011; Gstraunthaler et al., 2013).

Combinacbes de meios podem ser testadas para determinar aqueles que
resultam em cultivos com crescimento e produtividade com niveis minimos de SFB.
Trabalhos recentes tém demonstrado que cultivo de células BHK 21, CHO e HEK-293
podem ser realizados em Meio Eagle Modificado por Dulbecco’s (DMEM), a mistura
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de nutrientes F12 (HAN’S F12) e o Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) com
quantidade reduzida de SFB ou sem sua adi¢éo (Brunner et al, 2010; Zhu, 2012).

Considerando os aspectos bioéticos, de biosseguranca, a necessidade de alta
reprodutibilidade dos ensaios com baixo teor de proteinas exdgenas, bem como o
elevado custo, seria altamente desejavel a reducdo ou eliminacdo do SFB em culturas
celulares (Rauch et al., 2011).

Neste sentido, objetivou-se com este trabalho avaliar, pela imunodifusdo em gel
de &gar (IDGA), antigenos do virus CAEV produzidos em células de cérnea de feto
caprino (CorFC) cultivadas com baixo teor de soro fetal bovino.

Material e Métodos

Células da linhagem CorFC, oriunda de cdérnea de feto caprino, a partir da quinta
passagem, mantidas com meio essencial minimo de Eagle (MEM) (GIBCO Cat. N°
61100-061), contendo penicilina, estreptomicina e anfotericina B, foram adaptadas aos
meios DMEM/F12 (GIBCO Cat. N° 12400-024) e RPMI 1640 (GIBCO Cat. N° 23400-
021). Este trabalho seguiu as normas do Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — CEUA/ UFRPE, conforme licenca
namero 041/2015.

As culturas foram tripsinizadas, a suspensdo de células subcultivadas em frascos
de 25 cm?, com uma concentracdo inicial de 4 x 10* células/mL, incubadas a 37 °C em
sistema fechado para a obtencdo de monocamadas semi-confluentes. A adaptacdo aos
meios DMEM/F12 e RPMI 1640 foi feita por mudanca direta do meio e reducéo
progressiva da concentracdo do SFB (GIBCO Cat. N° 12657), de 10%, 5%, 2% e 0,1%,
com intervalo de sete dias entre cada etapa.

Apos o periodo de adaptacdo, foi realizada uma curva de crescimento, com base
na densidade celular de monocamadas formadas em frascos de 25 cm?, semeados com 5
mL da suspensdo celular com 4 x 10* células/mL. As células foram coletadas por
tripsinizacdo a cada 24 h por um periodo de 168 h para os grupos MEM, DMEM/F12 e
RPMI 1640 nas concentracbes 2% e 0,1% de SFB. A concentra¢do celular foi
determinada utilizando hemacitbmetro de Neubauer, com contagem celular feita em
quadruplicata com auxilio de um microscopio Optico. A diferenciacdo entre as células
viaveis e ndo viaveis foi feita pela adicdo do corante Azul de Tripan na concentracdo de
0,4 M (Sigma T-8154) (Freshney, 2005).
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Para producdo de particulas virais foi empregada a amostra CAEV Cork
inoculada em células da linhagem CorFC. As monocamadas semi-confluentes de CorFC
cultivadas em MEM, DMEM/F12 e RPMI 1640 suplementados com 0,1% de SFB,
foram inoculadas com 0,5 mL da amostra viral com titulo de 10™*°. A partir do 10° dia
pos-inoculacdo (Pl), a cada 7 dias, o sobrenadante de cada cultura foi coletado e
congelado. Quando as monocamadas apresentaram mais de 70% de destruicdo, as
garrafas foram congeladas.

Os antigenos (Ag MEM, Ag DMEM/F12 e Ag RPMI 1640) foram preparados
por concentragdo por didlise. Os sobrenadantes foram congelados e descongelados trés
vezes, clarificados por centrifugacdo a 3.300 g 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 h até a
concentracdo de aproximadamente 50 vezes, quando foi coletado e armazenado a -20
°C. O antigeno foi diluido em PBS (pH 7,6) e titulado com dilui¢ces duplas, frente ao
soro controle positivo do kit para diagnostico de CAE (IDGA) (Kit para diagndstico de
CAE - IDGA,; Unika biotech, Recife) e usado como duas unidades precipitantes (UP).

A avaliacdo dos antigenos foi realizada com a micro-IDGA descrita por Arruda
et al. (2011), utilizando agarose a 1% em tampdo borato, um molde em forma
hexagonal, com os pogos destinados ao antigeno e o soro padrdo com capacidade para
10 pl, e para os soros a serem testados com capacidade para 30 pl. A leitura foi
realizada com 24 e 48 horas, com luz indireta sobre fundo escuro.

A comparacdo dos antigenos (Ag MEM, Ag DMEM/F12 e Ag RPMI 1640) foi
feita por amostragem néo probabilistica, por conveniéncia. Foram testadas 163 amostras
(28 positivas e 135 negativas), colhidas de caprinos de rebanhos do Estado de
Pernambucano, previamente testadas para CAEV (Kit para diagnéstico de CAE —
IDGA; Unika biotech, Recife). Os resultados dos soros testados com o0s trés antigenos
foram avaliados com base no indicador de concordancia ajustada - kappa (McGinn et
al., 2004). Posteriormente o Ag selecionado foi avaliado comparativamente com o
antigeno comercial (Kit para diagnostico de CAE — IDGA; Unika biotech, Recife). As
amostras que apresentaram resultado divergente foram testadas por um ELISA

comercial para LVPR (Unika biotech, Recife).
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O numero minimo de amostras para a comparagdo entre o teste de IDGA
realizado com o Ag selecionado e o antigeno comercial foi determinado conforme a
formula n > z2.p.(1-p)/e? (TDR Diagnostics Evaluation Expert Panel, 2010). Onde: z =
1,96 para 95% de intervalo de confianca; p = 0,85 (para 85% de sensibilidade - Se) ou
0,99 (para 99% de especificidade - Sp); e = 0,05 (5% de erro) / e = 0,01 (1% de erro)
respectivamente. Assim, o nimero minimo calculado de amostras positivas foi de 196 e
0 nimero minimo de amostras negativas de 381. Foram testadas 797 amostras de
caprinos dos Estados de Pernambucano, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro.

Foram calculadas as Se e Sp relativas, (TDR Diagnostics Evaluation Expert
Panel, 2010). A concordancia entre os resultados obtidos com o Ag selecionado e o
antigeno comercial foi avaliada com base no indice de concordancia kappa (McGinn et
al., 2004).

Resultados e Discussao

Os resultados do efeito dos diferentes meios e concentracfes de SFB sobre a
proliferacdo das células CorFC (Figura 1) demonstram que, em linhas gerais, ap0s o
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 logaritmica antes de 24 horas em todos o0s grupos, alcancando 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 concentracédo de 0,1% de SFB houve reducao
de cerca de quatro vezes na taxa de crescimento das células em todos os meios.

No geral houve pequena variacdo no numero 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 células 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%,

50



181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212

conforme ilustrado na figura 2, deve-se a reducdo dos fatores de proliferacdo celular
contidos no SFB necessarios a maioria dos tipos de células animais, quando cultivadas
in vitro (Brunner et al., 2010; van der valk et al., 2010; Gstraunthaler et al., 2013). Uma
vez que o0 uso de baixa concentracdo celular para replicagcdo viral comprometeria o
processo de obtencdo de particulas virais de forma produtiva (Chen e Chen, 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 € 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 0 meio de passagem
celular, e 20 vezes (2% para 0,1%) para 0 meio de manutengdo. Isto € 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 contaminacdo exdgena
associada ao SFB (Van der valk et al., 2004; Falkner et al., 2006; Brunner et al., 2010;
Rauch et al., 2011; Gstraunthaler et al., 2014).

A possibilidade de reduzir a concentracdo de SFB a niveis tdo baixos na
suplementacdo dos meios de cultivo deve ser atribuida ndo apenas a qualidade dos
meios 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, 2013).

As células CorFC demostraram-se permissiveis a replicacdo do virus CAEV
independente do meio (Figura 3), 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). As variagdes no rendimento e na concentracao possivelmente estdo relacionadas
a densidade celular, que se mostrou crescente nessa mesma ordem. 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, 0 que reduz, durante os

testes, residuos retidos na ponteira de pipetagem, o que é desejavel, sobretudo quando
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se utiliza a micro-IDGA (Arruda et al., 2011) como teste sorolégico, que emprega
apenas 10 pL do antigeno.

O antigeno Ag RPMI 1640, que apresentou melhor qualidade das linhas de
precipitacdo na micro-IDGA e melhor rendimento (menor quantidade de meio de
cultura e SFB/mL de antigeno), foi avaliado comparativamente com o antigeno
comercial (Kit para diagnostico de CAE — IDGA,; Unika biotech, Recife).

Das 163 amostras de soros testados, 28 (17,17%) apresentaram resultados
positivos para o grupo MEM e DMEM/F12, e 29 (17,79%) para o grupo RPMI 1640.
Comparando os testes (Tabela 1) observa-se concordancia ajustada de kappa quase
perfeita (McGinn et al., 2004): MEM - DMEM/F12 (kappa = 1,00), MEM - RPMI 1640
e DMEM/F12 - RPMI 1640 (kappa = 0,98).

Na avaliacdo qualitativa, as reacfes de precipitacdo entre Ag e anticorpo
observadas em todos os testes sdo boas, bem como o tempo de 24 h de incubagéo para a
formacdo das linhas de precipitagdo estdo de acordo com Arruda et al. (2011) para
micro-IDGA. Entretanto, as linhas formadas pelo Ag RPMI 1640 apresentavam-se mais
luminosas e equilibradas em rela¢do ao soro padrdo que aos demais grupos, creditando-
se tal fato a menor concentracdo, pois é bem conhecido que a alta concentracdo de
proteinas do SFB dificulta a obtencao das proteinas desejaveis em cultivo celular, como,
por exemplo, 0s antigenos virais a serem utilizados na producdo de vacinas ou em Kkits
de diagnostico (Simard et al., 2001; Durocher e Butler, 2009; Van der valk et al., 2010).

O teste dos 797 soros com o Ag comercial apresentou 216 positivos e 581
negativos; com o Ag RPMI 1640 foram observados 225 resultados positivos e 572
negativos, correspondendo a Se e Es relativas de 100% e 98,45%, respectivamente, com
concordancia ajustada kappa de 0,97 (Tabela 2), considerada quase perfeita (McGinn et
al., 2004).

Apesar dos avancos de outras alternativas, como 0s ensaios imunoenzimaticos
(De Andrés et al., 2005; Brinkhof e Van Maanen, 2007; De Andrés et al., 2013), a
IDGA ainda ¢é o teste laboratorial mais difundido para o diagnostico das LVPR, devido
a sua grande aceitacdo, ao custo relativamente baixo, a boa sensibilidade e
especificidade, além da praticidade de execucdo e da leitura ser feita sem necessitar de
equipamento. O Ag RPMI 1640 mostrou desempenho semelhante ao antigeno

comercial, com elevadas sensibilidade e especificidade relativas, no teste de IDGA.
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Concluséao

Dependendo do tipo de célula e meio utilizado pode-se produzir antigenos de
LVPR com baixo teor de SFB, que corrobora com o bem estar animal, representa
reducdo de custos com insumos e nos processos de purificacdo de proteinas.
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Figura 3. 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 pés

inoculacdo (40x). Coloracéo: panético

354 Tabela 1 - Indice de concordancia ajustada de (Kappa*) segundo o tipo de antigeno em

355  comparagdo com antigeno Comercial**

Antigeno Positivo (n=28) Negativo (n=135) Kappa
MEM 28 135 1,00
DMEM/F12 28 135 1,00
RPMI 1640 29 134 0,98

356  * McGINN et al., 2004

357  ** Kit para diagnostico de CAE — IDGA; Unika biotech, Recife
358
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Tabela 2 - Resultados de soros caprinos testados pelo Imunodifusdo em Gel de Agar
(IDGA) com antigeno Comercial* (Ag) e com Ag RPMI 1640.

Comercial
Antigeno
Positivo Negativo Total
Positivo 216 9 225
RPMI 1640 Negativo 0 572 572
Total 216 581 797

Sensibilidade relativa = 100%; Especificidade relativa = 98,45%; Kappa = 0,97
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6. EXPERIMENTO II

Desenvolvimento de ELISA indireto para diagnostico da CAE empregando antigenos
obtidos a partir de células CorFC com baixo teor de soro fetal bovino.
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Desenvolvimento de ELISA indireto para diagnostico da CAE empregando antigenos

obtidos a partir de células CorFC com baixo teor de soro fetal bovino

Resumo

Objetivou-se com este estudo descrever um ELISA indireto (ELISAI RPMI),
empregando antigenos virais nativos obtidos por um processo simples de preparacao
(clarificacdo, didlise e tratamento com triton X-100) a partir de uma linhagem de células
de cornea caprina (células CorFC) cultivada com 0,1% de SFB. Na padronizagdo do
ELISAI RPMI, por titulagbes do antigeno e do conjugado proteina-G peroxidase frente
ao soro padréo, observou-se que as melhores diluicdes foram de 1/50 e de 1/100.000,
para 0 antigeno e o conjugado, respectivamente. Apds a padronizacdo foram feitas as
avaliacGes de desempenho do ELISAI, considerando a repetibilidade, definicdo do
ponto de corte, bem como as estimativas de sensibilidade (S) e especificidade (Sp)
relativas. Ao avaliar a repetibilidade do ELISAiI RPMI observou-se o CV entreplacas de
4,4 e 17,3 e entre dias de 5,1 e 18,4, para soros negativo e positivo, respectivamente. Os
resultados dos 722 soros testados com os Kits para diagnostico de LVPR IDGA/ELISAI
comerciais apresentou 166 positivos e 556 negativos; com o ELISAi RPMI foram
observados 171 resultados positivos e 551 negativos, correspondendo a Se e Sp relativas
de 97,59% e 98,38%, respectivamente, com concordancia ajustada kappa de 0,95,
considerada quase perfeita. Estes resultados demonstram que pode-se estabelecer um
ELISA para diagnostico de LVPR altamente sensivel e especifico utilizando um modelo
simplificado para obtencdo de antigenos, empregando células CorFC cultivadas com
baixo teor de SFB.

Palavras-chave: CAEV, RPMI 1640, células de cornea, caprino.
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Abstract

The objective of this study describes an indirect ELISA (ELISAI RPMI), employing
native viral antigens obtained by a simple preparation process (clarification, dialysis and
treatment with triton X-100) from a goat corneal cell line (cells CorFC) cultivated with
0.1% FBS. In standardization of RPMI ELISAI by titration of antigen and protein G-
peroxidase conjugate against the standard serum, it was observed that the best dilutions
were 1/50 and 1 / 100,000 for the antigen and the conjugate respectively. After
standardization were made ELISAI the performance evaluations, considering the
repeatability cutoff setting and the sensitivity estimates (S) and specificity (SP) on. To
assess the repeatability of the observed ELISAI RPMI CV entreplacas 4.4 and 17.3 and
between 18.4 and 5.1 days for negative and positive sera. The results of 722 sera tested
with the kits for diagnosis of LVPR AGID / commercial ELISAi showed 166 positive
and 556 negative; with RPMI were observed ELISAI 171 positive and 551 negative,
and if Sp corresponding to about 97.59% and 98.38%, respectively, with agreement
adjusted kappa 0.95, considered almost perfect. These results demonstrate that one can
establish an ELISA for highly sensitive and specific diagnosis of LVPR using a
simplified model for obtaining of antigens, employing CorFC cells with low levels of
FBS.

Keywords: CAEV, RPMI 1640, corneal cells, goats.
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Introducéo

A artrite-encefalite caprina (CAE) foi descrita por Cork et al. (1974), nos EUA,
como uma encefalite em caprinos jovens e artrite crénica em animais adultos. O virus
da CAE (CAEV) foi isolado e identificado como retrovirus por Crawford et al. (1980),
semelhante ao virus Maedi-Visna previamente descrito na Islandia (Thormar e
Helgadottir, 1965; Gudnadottir e Palsson, 1967). Esses virus atualmente sdo
classificados como CAEV e Maedi-Visna (King et al., 2012). Devido as semelhancas
estruturais, bioldgicas, genéticas e a possibilidade de infeccdo cruzada entre ovinos e
caprinos, tém sido denominados Lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) (Ramirez
etal., 2013).

Em geral os virus CAE e Maedi-Visna infectam células da linhagem mondcitico-
fagocitaria, apresentam elevada taxa de mutagéo, diversidade genotipica e fenotipica.
Esses virus causam doenca cronica, multissistémica, afetam o bem-estar animal e a
producdo, devido a ampla distribuicdo e a auséncia de tratamento ou vacinas eficazes
(Callado et al., 2001; Reina, 2013; Castro e Modolo, 2016).

Os testes sorologicos de diagnostico tém apoiado a maior parte dos esforcos de
controle e erradicacdo por meio da remogdo ou separacdo de animais soropositivos
(Herrmann-Hoesing, 2010). A Organizacdo Mundial de Satude Animal (OIE) recomenda
a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e 0s ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para o
diagnostico das LVPR visando a certificacdo para transito internacional. A IDGA
apresenta baixo custo, exigindo poucos equipamentos, facilidade de execucdo e alta
especificidade, porém geralmente apresenta sensibilidade inferior aos ELISA, que
mostram outras vantagens, como a possibilidade de automacéo, o que permite processar
um nimero maior de amostras (OIE, 2015).

A IDGA tem sido amplamente utilizada para diagndstico sorologico das LVPR
desde a década de 1980. Mais recentemente, varios ELISA foram descritos, com
diferentes niveis de validacdo, categorizados em ELISA indireto, ELISA sanduiche e
ELISA competitivo, empregando, isoladamente ou em associacdo, proteinas virais
nativas purificadas, proteinas recombinantes e peptidios sintéticos (De Andrés et al.,
2005, 2013; Herrmann-Hoesing, 2010; Ramirez et al., 2013). No Brasil, para
diagnostico da CAE hé apenas registros de ELISA indiretos empregando antigenos

virais nativos (Castro et al., 1999a; Moreira et al., 2010; Pinheiro 2001; Alves et al.,
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2012; Nascimento et al., 2014). Os processos empregados na obtencéo e purificagdo de
antigenos dos LVPR para uso em ELISA sdo determinantes para sua sensibilidade e
especificidade. Diversos métodos vém sendo utilizados, entretanto empregam
protocolos trabalhosos e dispendiosos, envolvendo ultracentrifugacéo, ultrafiltracéo e
cromatografia (Heckert et al., 1992; Zanoni et al., 1994; Castro et al., 1999; Nascimento
etal., 2014).

Recentemente foi estabelecido a linhagem celular CorFC a qual apresenta
elevada viabilidade, taxa de multiplicagdo celular e permissividade a replicacdo de
diversos virus, inclusive LVPR, em niveis minimos de soro fetal bovino (SFB)
(Nascimento, 2012).

Neste trabalho € descrita a padronizagdo de um ELISA indireto (ELISAI RPMI),
empregando antigenos virais nativos obtidos por um processo simples de preparagédo a
partir de uma linhagem de células de cdrnea caprina (células CorFC) cultivada com
quantidade minima de SFB.

Material e Métodos

Para replicacdo das particulas virais foi empregada a amostra CAEV Cork
inoculada em células da linhagem CorFC livres de LVPR, herpesvirus, pestivirus e
Mycoplasma spp, conforme Nascimento (2012). Este trabalho seguiu as normas do
Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
CEUA/ UFRPE, conforme licengca numero 041/2015.

Frascos de 225 cm2 com monocamadas semiconfluentes de CorFC cultivadas em
meio RPMI 1640 (GIBCO Cat. N° 23400-021) contendo penicilina, estreptomicina,
anfotericina B e suplementados com 0,1% de SFB (GIBCO Cat. N° 12657), foram
inoculadas com 3 mL da amostra viral com titulo de 10*°. A partir do 10° dia pés-
inoculacdo (Pl), a cada sete dias, o sobrenadante de cada cultura foi coletado e
congelado. Quando as monocamadas apresentaram mais de 70% de destruicdo, as
garrafas foram congeladas.

Na preparacdo dos antigenos (Ag), os sobrenadantes foram congelados e
descongelados trés vezes, clarificados por centrifugacdo a 3.300 g 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 h

até a concentracdo de aproximadamente 50 vezes. O antigeno foi tratado com Triton X-
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100 (Amresco) até a concentracgdo final 0,1% em temperatura ambiente por 20 minutos
e com 2 x 10 M de Phenylmethanesulphonylfiuoride (PMSF) e armazenado a -20° C.

O ELISAI - RPMI foi padronizado de forma a se obter a maior relacdo P/N
(densidade otica - DO média de soros positivos/DO média de soros negativos). O
resultado de cada amostra foi expresso como percentagem de positividade (PP),
calculada relativamente a DO do soro controle positivo (considerada 100%) (Wright et
al., 1993).

O antigeno foi diluido em série (1/25, 1/50, 1/100, 1/200 e 1/400) e titulado
frente a diluicdo de 1/50 de um soro caprino positivo (Kit para diagnostico de CAE —
IDGA; Unika biotech, Recife) e um negativo para LVPR (Goat Serum, New Zealand —
Invitrogen). O conjugado proteina-G peroxidase (Sigma-Aldrich, USA) foi titulado
frente ao antigeno nas dilui¢des de 1/75.000, 1/90.000 e 1/100.000.

O ELISAI — RPMI foi realizado utilizando-se placas de poliestireno de 96 pocos
com alta capacidade de adsorcdo (Greiner Bio One). As placas foram sensibilizadas
com o antigeno na diluicdo previamente definida e incubadas em camara umida durante
duas horas a 37°C. Trés lavagens com PBS contendo 0,1% tween 20 (v/v) (PBS-T)
foram realizadas e as placas bloqueadas pela adicdo de PBS contendo leite em pd
desnatado (LPD) a 4% (p/v) seguida de incubacdo por uma hora a 37° C em camara
Umida. Apos trés lavagens com PBS-T, 100uL das amostras de soros diluidas em PBS
contendo LPD a 2% (p/v) e 10 mM de EDTA (p/v) foram distribuidas em cada poco. As
placas foram incubadas em cadmara Umida por uma hora a 37° C. Apds nova lavagem
com PBS-T, 100 yL do conjugado de proteina G-peroxidase foram distribuidos por
poco e as placas incubadas por mais uma hora e posteriormente lavadas cinco vezes
com PBS-T. Em seguida, 100 pL de solucdo tampédo citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0
contendo 0,1 mg/ml de 3,3°,5,5’- tetrametilbenzidina (TMB) e 0,02% de perdxido de
hidrogénio (v/v) foram adicionados. Apds cinco minutos, a reacdo foi bloqueada com
100 pL de acido sulfarico (H2SO4) 2 N. A leitura da densidade dptica (DO) foi realizada
com espectrofotdmetro a 450 nm.

Apos a padronizacdo foram feitas as avaliacbes de desempenho do ELISAI,
considerando a repetibilidade, definicdo do ponto de corte, bem como as estimativas de

sensibilidade (S) e especificidade (Sp).
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A repetibilidade do ELISAI foi avaliada pelo célculo do coeficiente de variagdo
entre cinco placas (interplacas) e entre cinco dias (entre dias) utilizando cinco soros
negativos e cinco positivos, conforme recomendacéo da OIE (2013). O ponto de corte
do teste foi determinado com base nos resultados do teste de 78 amostras de soros
caprinos previamente testados em série para o controle da CAE (Kit para diagnéstico de
CAE — IDGA e ELISAI para LVPR"). O ponto de corte foi calculado como a média das
PP mais trés vezes o desvio padréo (Frey et al., 1998).

O nimero minimo de amostras necessario para a estimativa da Se e da Sp do
ELISAi RPMI foi determinado conforme a formula n > z2.p.(1-p)/e? (TDR Diagnostics
Evaluation Expert Panel, 2010). Onde: z = 1,96 para 95% de intervalo de confianga; p =
0,90 (para 90% de Se ou de Sp, com base na revisdo de De Andreas et al., 2005); e e =
0,05 (5% de erro). Assim, o niumero minimo calculado de amostras positivas ou
negativas foi de 138. Foram testadas 722 amostras de caprinos dos Estados de
Pernambucano, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

Para o calculo da Se e da Sp diagndsticas foi considerado verdadeiro positivo
como sendo um animal positivo simultaneamente nos testes de IDGA e ELISA para
CAE (Kit para diagnostico de CAE — IDGA e ELISAI para LVPR); de forma anéloga,
verdadeiro negativo como sendo um animal negativo para ambos os testes. Foram
calculadas as Se e Sp relativas (TDR Diagnostics Evaluation Expert Panel, 2010). A
concordancia entre os resultados obtidos com o ELISAiI RPMI e os dos Kits comerciais
foi avaliada com base no indice de concordancia kappa (McGinn et al., 2004).
Resultados

As células CorFC cultivadas com baixo teor de SFB demostraram-se altamente
permissiveis a replicacdo do virus CAEV, mesmo com um nudmero superior a 40
passagens, resultando em 8 colheitas de sobrenadantes e rendimento de 1,2 L de
sobrenadante para cerca de 2.000 testes.

Apos a realizacdo de ensaios para padronizacao do ELISAiI RPMI, por titulacdes
do Ag e do conjugado proteina-G peroxidase frente ao soro padrdo, observou-se que as
melhores diluicbes foram de 1/50 e de 1/100.000, para o antigeno e o conjugado,

respectivamente, com DO do branco de 0,042 nm

! Os kits foram utilizados de acordo com as instru¢des do fabricante - Unika Biotech,
Recife.
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Ao avaliar a repetibilidade do ELISAI RPMI observou-se o CV entreplacas de
4,4 e 17,3 e entre dias de 5,1 e 18,4, para soros negativo e positivo, respectivamente. O
ponto de corte estabelecido com o teste de 78 soros foi de 20 PP.

Os resultados dos 722 soros testados com os Kits para diagnéstico de LVPR
IDGA/ELISAI comerciais apresentou 166 positivos e 556 negativos; com o ELISAI
RPMI foram observados 171 resultados positivos e 551 negativos, correspondendo a Se
e Sp relativas de 97,59% e 98,38%, respectivamente, com concordancia ajustada kappa
de 0,95 (Tabela 1).

Discusséo

Os LVPR encontram-se amplamente disseminados no Brasil, distribuidos com
prevaléncia proporcionalmente crescente a medida que os rebanhos caprinos séo
especializados para producdo leiteira; nos nativos ou sem raca definida a prevaléncia é
baixa, porém tende a crescer a medida que animais leiteiros s&o introduzidos nos
rebanhos (Saraiva Neto et al., 1995; Alves & Pinheiro, 1997; Silva et al., 2005;
Bandeira et al., 2009). Embora inexista um programa oficial de combate a infeccdo no
pais, tem-se adotado medidas de controle que usam como critério de triagem dos
animais a IDGA. E genericamente aceito que os ELISA sdo mais sensiveis do que a
IDGA para o diagnostico das LVPR (De Andrés et al., 2005; Herrmann-Hoesing,
2010). No Brasil, para diagnostico da CAE ha apenas relatos de ELISA indiretos
empregando antigenos virais nativos (Castro et al., 1999a; Moreira et al., 2010; Alves et
al., 2012; Nascimento et al., 2014). O ELISAI descrito neste trabalho foi padronizado
empregando antigenos virais nativos obtidos por um processo simples de preparacéo a
partir de um novo sistema de cultivo celular (células CorFC) que requer quantidade
minima de SFB.

Os antigenos do ELISAI RPMI foram obtidos, com elevado rendimento, a partir
de células CorFC suplementadas com 0,1% de SFB, ao contrario dos ja relatados que
usam de 2% (Castro et al., 1999a; Pinheiro, 2001; Oliveira et al.,2010), o que foi
possivel devido a alta permissividade e capacidade de multiplicacdo das células CorFC
(Nascimento, 2012), caracteristica das linhagens celulares continuas (WHO, 2013). O
emprego de baixas concentracGes de SFB nos cultivos celulares facilita a obtencéo de

antigenos virais, reduz o risco de contaminacdo das culturas celulares associada ao SFB,
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bem como o impacto negativo ao bem-estar animal, resultante da necessidade de menos
coletas de fetos bovinos (Brunner et al., 2010; Gstraunthaler et al., 2014).

Diferentemente de outros protocolos, que demandam excessos de manipulagéo,
uso de cromatografia, filtracdo sob presséo, centrifugacdo em gradiente e/ou
ultracentrifugacdo (Zanoni et al. 1994; Castro et al., 1999; Moreira et al., 2010; Alves et
al., 2012; Nascimento et al., 2014) foi utilizado um modelo simplificado para obtencéo
dos antigenos, envolvendo poucas etapas (clarificacdo, didlise e tratamento com triton
X-100). A opcéo pelo uso do triton X-100 deve-se ao fato de ser um detergente ndo
idnico, considerado suave e ndo desnaturante, pois realiza a ruptura lipido-lipido e
proteina-lipido, resultando no isolamento e solubilizacdo das proteinas, sem alterar a
forma original (Seddon et al., 2004).

Na padronizacao do ELISAI-RPMI obteve-se um protocolo capaz de ter um bom
rendimento dos principais componentes da reacdo (antigeno 1/50 e conjugado
1/100.000) e baixo background. O teste apresentou alta repetibilidade, com CV
interplacas e entre dias inferiores a 20%, considerado adequado para um ELISA (OIE,
2013). O resultado de cada amostra foi expresso como PP, conforme consenso definido
pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS/FAO) e Agéncia Internacional de Energia
Nuclear (IAEA) para expressao de resultados de ELISA indireto, pois minimiza as
variacdes entre placas (Wright et al., 1993).

Quando o ELISAI RPMI foi avaliado considerando os principais atributos de um
teste diagnostico, obteve-se alta Se (97,59%) e Sp (98,38%), com concordéncia ajustada
kappa de 0,95, considerada quase perfeita (McGinn et al., 2004), em relacdo aos
resultados da IDGA e de um ELISA comerciais. Para comparacdo de testes para
diagnostico de LVPR o ideal seria dispor de um teste de referéncia, como a
radioimunoprecipitacdo e o western blot, para classificacdo da populacdo em
verdadeiros positivos e verdadeiros negativos (Herrmann-Hoesing, 2010). Diante da
indisponibilidade desses testes, foi adotado a associacdo dos resultados da IDGA e de
um ELISAI em série, 0 que é recomendado para situacdes em que ha dificuldade para
definicdo dos verdadeiros positivo e negativo (Martin, 1977).

Uma das caracteristicas dos ELISA é a versatilidade de composicdo e
combinacdes dos seus reagentes. O principal constituinte que interfere de forma mais

intensa com a sensibilidade e a especificidade do teste é o antigeno. Os LVPR tém alta
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capacidade de mutacdo, resultando em importante variabilidade genotipica e fenotipica,
dai a existéncia de cinco gendtipos — A, B, C, D e E. Os gendtipos A e B sdo os mais
frequentes e correspondem ao virus Maedi-Visna e CAE, respectivamente (Shah et al.,
2004; Reina et al., 2010; Ramirez et al., 2013). No Brasil, como na maioria dos paises,
ndo se sabe com precisdo quais sdo 0s genotipos circulantes. Em estudo sobre a
caracterizacdo genética e antigénica dos LVVPR das regies nordeste, sudeste e sul foi
evidenciado, principalmente, a presenca do tipo B nos rebanhos caprinos (Castro et al.,
1999b; Ravazollo et al., 1999; Braz, 2013).

Pelo exposto, estrategicamente os antigenos empregados no ELISAi RPMI
foram produzidos a partir de culturas celulares infectadas com a amostra CAEV Cork,
pertencente ao grupo B. Considerando que ELISA com base na proteina total do virus
devem ter um espectro antigénico mais amplo em comparacdo com ELISA que se
baseiam em peptideo sintético ou proteina recombinante, podendo resultar em maior
capacidade de deteccdo dos ELISA para diagnostico das LVPR, seria prudente o uso de

varias amostras virais para producéo antigénica (De Andrés et al., 2013).

Conclustes

Pode-se estabelecer um ELISA indireto para diagnostico de LVPR altamente
sensivel e especifico utilizando um modelo simplificado para obtencdo de antigenos,
empregando células CorFC cultivadas com baixo teor de SFB.

Desta feita, 0 desenvolvimento de testes mais acessiveis e econdmicos podera
contribuir para a realizacdo de estudos epidemiolégicos mais amplos, bem como
subsidiar a conducdo dos programas de controle nos rebanhos positivos e as medidas

preventivas nas criacdes indenes.
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Tabela 1 - Resultados do teste de soros caprinos com o ELISAI RPMI

IDGA/ELISAI*
Teste
Positivo Negativo Total
ELISAI Positivo 162 9 171
RPMI Negativo 4 547 551
Total 166 556 722

*Kit para diagnostico de CAE — IDGA e Kit ELISAI para LVPR (Unika Biotech, Recife).
Sensibilidade = 97,59%; Especificidade = 98,38%; Kappa = 0,95
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