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RESUMO 

 

Os Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LVPR) têm tropismo por células da linhagem 

monocítica-fagocitária e são caracterizados pela infecção persistente no animal, o qual não consegue 

desenvolver resposta imune curativa. O Plexo Coroide Caprino (PCC) sofre naturalmente infecção 

no organismo do animal, por estes vírus, diante disto objetivou-se avaliar se células do PCC são 

efetivas para o cultivo do vírus e se possuem bom crescimento em cultura visando à produção de 

antígeno. Sendo assim, realizou-se explant de células do PCC de um animal negativo para LVPR. 

Essas células foram sub-cultivadas por tripsinização e então inoculadas com a cepa padrão CAEV 

Cork. Os sobrenadantes foram coletados, clarificados por centrifugação a 2.800 rpm, concentrados 

em sistema AMICON®, sendo realizado o teste de Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA) do 

antígeno produzido. As células do PCC apresentaram bom crescimento celular em cultivo, foram 

permissíveis ao CAEV, visto que houve replicação viral, apresentando efeito citopático. Com isso 

pode-se produzir antígeno, que testado no IDGA apresentou uma visível linha de precipitação 

antígeno-anticorpo 
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INTRODUÇÃO 

 

Os pequenos ruminantes são passiveis de serem infectados por um grupo de lentivírus, 

conhecidos mundialmente por Lentivírus de Pequenos Ruminantes (LVPR) (SOUZA et al., 2012). 

Os membros deste grupo têm tropismo por células da linhagem monocítica-fagocitária e são 

caracterizados pela infecção persistente in vivo, denominada Artrite Encefalite Caprina (CAE) 

(NARAYAN et al., 1997). Para o diagnóstico dessa enfermidade o teste de Imunodifusão em Gel de 

Ágar (IDGA) é utilizado mundialmente como triagem devido ao custo relativamente baixo, 

praticidade de execução e leitura, além de que é o teste indicado pela Organização Mundial de 

Saúde Animal (OIE) (PINHEIRO et al., 2012). 



 

OS LVPR podem ser isolados e terem seu material genético amplificado a partir de amostras 

de animais positivos, como sangue periférico, leite, líquor, sêmen, fluido uterino e tecidos como 

membrana sinovial, pulmão e plexo coroide (PINHEIRO, 2001). Tendo em vista tais afirmações, 

objetivou-se nesse estudo avaliar se células do Plexo Coroide Caprino (PCC), estrutura ramificada e 

altamente vascularizada que tem como função a formação do líquido cefalorraquidiano (CSF), são 

viáveis para o cultivo celular, e se ocorre à replicação do CAEV em tais células, com finalidade 

caracterizar mais uma linhagem celular para a infecção in vitro pelos LVPR de produção de 

antígeno. 

 

METODOLOGIA 

 

O experimento foi realizado na Embrapa Caprinos e Ovinos e está de acordo com os 

princípios éticos de experimentação animal.  

A partir de um animal jovem (três dias de nascido), comprovadamente negativo para 

lentiviroses, foi realizado o explant celular acondicionando-o em um Becker contendo solução 

fisiológica de cloreto de sódio (NaCl) 0,9% com 10% de antibiótico (penicilina e estreptomicina), 

2% de antifúngico (anfotericina) e 1% de gentamicina. Dentro de um fluxo laminar o PCC foi 

retirado e picado. Os pedaços do tecido foram colocados em garrafa A25 (25cm
2
), incubados em 

estufa a 37ºC com 5% de CO2 por volta de 30 minutos para adesão dos explants na superfície de 

cultivo. Posteriormente, acrescentou-se 5mL de MEM, tratado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB), 2% de penicilina/estreptomicina e 1% de anfotericina (CORK et al., 1974). Após dez dias de 

incubação, realizou-se a primeira troca de meio (Meio Essencial Mínimo tratado), na qual os 

explants foram retirados da garrafa de cultivo, ficando apenas a monocamada de células, esse 

procedimento foi realizado a cada 48 horas. As células foram subcultivadas através de tripsinização. 

A inoculação das garrafas foi realizada segundo a metodologia descrita por Pinheiro et al., 

(2006). A cultura celular infectada foi mantida durante 21 dias e foram realizadas sucessíveis troca 

de meio e coleta de sobrenadante com intervalos de sete dias. Na 3° coleta uma das garrafas foi para 

coloração para visualização dos efeitos citopáticos e as demais sofreram três ciclos de 

congelamento e descongelamento, para lise celular. O antígeno para técnica de IDGA foi preparado 

conforme metodologia descrita por Pinheiro et al. (2010). Com finalidade de testar o antígeno 

produzido, foi realizada a técnica de Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA) pela metodologia 

descrita por Gouveia et al., (2000). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As células do PCC apresentaram boa aderência à parede da garrafa de cultivo e foram 

subcultivadas em intervalos de três a sete dias, corroborando com os dados apresentado por Abreu 

et al., (1998) que ao cultivar células de MSC obtiveram de tempo intervalo semelhante. Já em 

estudo realizado por Pinheiro et al. (2005) com MSC e Azevedo (2012) com MN o intervalo de 

subcultivo foi de cinco a nove dias, em ambos os trabalhos. 

As células subcultivadas mantiveram-se em níveis satisfatórios de vitalidade por mais de 20 

subcultivos, esse dado foi similar ao de Abreu et al., (1998), quando analisou o subcultivo de MSC, 

superior ao de Pinheiro et al. (2005), que observou a vitalidade da cultura de MSC por mais de 15 

passagens, e inferior ao de Azevedo (2012) que constatou vitalidade de cultura de MN, por mais de 

25 passagens. 



 

Quanto à replicação viral, as células do PCC apresentaram boa permissividade a cepa CAEV 

Cork. A infecção ocorreu em baixo número de passagem (8ª e 13ª) apresentando, por volta do 

oitavo ao décimo dia de inoculação, efeito citopático, caracterizado por morte celular, formação de 

células gigantes multinucleadas (sincícios) e vacuolização. Os sobrenadantes foram coletados três 

vezes quando ocorreu a destruição de aproximadamente 75% da monocamada. Resultados 

semelhantes aos verificados por Pinheiro et al., (2010) na produção de antígeno com MSC. 

De acordo com a literatura outros estudos foram realizados, com linhagens celulares 

provenientes de diferentes tecidos. Lerondelle et al., (1999), descreveram a infecção por LVPR, 

através de cultura de células epiteliais mamárias caprina e ovina. Enquanto, Oliveira et al., (2008) 

utilizaram células epiteliais de córnea caprina para replicação do CAEV Cork, apresentando em 

torno da 7ª passagem efeito citopático (sincícios). 

Após a coloração das células com cristal violeta notou-se nitidamente, morte celular de 

aproximadamente 70% da monocamada celular, presença de sincícios e células bastante 

vacuolizadas. 

O sobrenadante viral foi concentrado aproximadamente 70 vezes. Em relação ao resultado de 

IDGA, o antígeno produzido apresentou reação antígeno-anticorpo, visualizado através de uma 

linha de precipitação até a diluição 1:8. Entretanto, apresentou maior nitidez e definição a diluição 

de 1:2 (Figura 1). Dados semelhantes foram obtidos por Azevedo (2012) quando produziu 

antígenos a partir de células de MN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Juscilânia Furtado 

Figura 1 – Teste de Imunodifusão  em Gel de Agarose (IDGA). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As células do PCC foram viáveis para o cultivo in vitro. São permissíveis ao CAEV, visto que 

houve replicação viral. Esta infecção caracterizou-se por ser lenta, progressiva e produtiva, com 

formação de sincícios, demonstrando que as células do PCC podem ser usadas na elaboração de 

antígeno de lentivírus de pequenos ruminantes. Com isso, torna-se mais uma opção de linhagem 

celular. 
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