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Isolamento e identificação do vírus da Artrite encefalite caprina,
a partir do co-cultivo de células mononucleares do sangue com
células de membrana sinovial de cabra
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Resumo
O vírus da Artrite encefalite caprina é o agente causal de uma doença progressiva e debilitante em caprinos, em que as
células da linhagem monócito/macrófago são as principais hospedeiras do vírus in vivo. Essas células estão presentes no
colostro, no leite ou no sangue. Estudos demonstram que a replicação viral é dependente do nível de maturação ou
diferenciação da célula monocítica, influenciando na sensibilidade de detecção do vírus.  Neste estudo, utilizamos o co-
cultivo de monócitos/macrófagos com células de membrana sinovial de cabras, para o isolamento do vírus circulante no
campo; a técnica de double nested PCR (dn PCR) dos co-cultivos e sangue, viabilizou a confirmação do isolamento viral,
e a detecção direta do vírus no sangue.  Através dessa técnica, detectou-se a presença do DNA proviral em animais
soronegativos por Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA); esses achados confirmam que o tempo entre o inicio da
infecção e o aparecimento de anticorpos no sangue é variável, facilitando a permanência de animais falsos-negativos no
rebanho. Nas amostras processadas, tivemos uma divergência de resultados entre amostras sorologicamente positivas,
entretanto, negativas por dn PCR, quando se utilizou a amplificação direta do sangue. Quanto ao cultivo de monócitos/
macrófagos in vitro e posterior co-cultivo com células de MSC obteve-se êxito pelo isolamento do vírus em quatro
animais, havendo sido um deles soronegativo. O presente estudo demonstra o primeiro isolamento do vírus nos
rebanhos do estado da Bahia, além da implementação da técnica de dn PCR, em co-cultivo de células.
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INTRODUÇÃO

O vírus da Artrite encefalite caprina
(CAEV) causa uma doença progressiva e
debilitante, caracterizada por artrite, mastite,
leucoencefalomielite e pneumonia em caprinos
jovens e adultos. O vírus pertencente à família

Retroviridae, gênero Lentivírus,  apresenta-se
como virions envelopados de 80 a 100hm de
diâmetro, com duas moléculas idênticas de
RNA. As células da linhagem monócito/
macrófago são as principais  hospedeiras do
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CAEV in vivo, e é nessas células que o vírus per-
siste por toda a vida do animal. Estudos de-
monstraram que a replicação viral é dependen-
te do nível de maturação e diferenciação da cé-
lula monocítica e, presumivelmente, a presen-
ça de monócito/macrófagos infectados no
colostro, leite, sangue e outras secreções seriam
as possíveis fontes de infecção (EAST et al.,
1993; PHELPS; SMITH, 1993; MURPHY et
al.,1999; TRAVASSOS et al., 1999; GUEDES;
SOUZA; GOUVEIA, 2001).

A prova utilizada como referência no di-
agnóstico de CAEV é a Imunodifusão em Gel
de Agarose (IDGA). Este é um teste sorológico
pouco sensível, que não detecta animais com
baixo título de anticorpos, facilitando a perma-
nência de animais falso-negativos no rebanho.
Atualmente, outros métodos sorológicos mais
sensíveis são utilizados, entre eles o enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e Western Blotting.
Entretanto, técnicas modernas de biologia
molecular, como a Reação em Cadeia da
Polimerase (PCR), são importantes ferramen-
tas para o diagnóstico da infecção viral
(HARKISS; WATT, 1990).

A PCR é um método de diagnóstico, que
combina sensibilidade e especificidade, capaz
de identificar animais em estágios recentes de
infecção, ou que ainda não soroconverteram. A
detecção por PCR do provírus, nas células
mononucleares do sangue periférico (CMSP),
constitui uma importante alternativa de diag-
nóstico. Entretanto, segundo Clavijo e Thorsen
(1996), quando CMSP são utilizadas direta-
mente como alvo para a amplificação, a técnica
não é suficientemente sensível para a detecção
do DNA proviral. Por outro lado, quando as
CMSP são cultivadas in vitro, é encontrado um
maior numero de amplificações positivas.

Assim, este trabalho teve como objetivo
mostrar que o cultivo in vitro das CMSP esti-
mularia o amadurecimento e diferenciação des-
sas células, melhorando a sensibilidade da PCR
e ativando  a replicação viral. Essa conseqüente
ativação viral resultou na produção e isolamen-
to de vírus infeccioso nos co-cultivos com
monocamadas de células de membrana sinovial
de cabra (MSC).

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostragem
Cabras provenientes de diferentes reba-

nhos do estado da Bahia foram utilizadas para
coletar amostras de sangue (n=38) e soro
(n=451).

Detecção sorológica por IDGA
O teste de IDGA para detecção de

anticorpos anti-CAEV foi realizado com um
“kit” de uso comercial (Veterinary Diagnostic
Technology Inc.), seguindo-se as orientações do
fabricante.  Esse teste utiliza antígenos especí-
ficos do CAEV: a proteína do capsídio (p28) e
a glicoproteína de superfície (gp135).

Isolamento viral
· Cultivo de células de membrana

sinovial de cabra (MSC)
Cultivaram-se explantes das membranas

sinoviais das articulações intercarpiais de am-
bos os membros anteriores, de cabras livres do
CAEV. As membranas foram secionadas em
pequenos fragmentos e cultivadas em Meio Es-
sencial Mínimo (MEM-G), acrescido de 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB), incubadas a 37°C,
em atmosfera de 5% de CO

2  
(ABREU et al.,

1998).
· Cultivo de monocitos/macrófagos
 O sangue com EDTA 0,5% (n=7) de

cabras soropositivas e soronegativas foi proces-
sado para a separação das CMSP, utilizando-se
um gradiente de Ficoll (Ficoll Paque-Plus,
Pharmacia). Brevemente, o sangue (5ml) foi
inicialmente diluído (1:2) em solução salina
fosfato (PBS) (NaCl 135 mM, KCl 2,7 Mm,
Na

2
HPO

4
.7H

2
O 8mM, KPO

4 
H

2
 1,5mM, pH

7,2-7,4). Ao volume de sangue diluído, adicio-
naram-se 3ml de Ficoll, centrifugando a 1300
g 30 minutos. Após a centrifugação, as CMSP
foram lavadas com PBS e tratadas com ClNH

4

(0.15M) durante 10 minutos a 37oC, para lisar
os eritrócitos contaminantes. Logo após, foram
centrifugadas a 500g durante 10 minutos, la-
vadas em solução de PBS, e o precipitado final
com as CMSP, foi   ressuspendido em 0,5ml de
MEM-G. Esse material foi colocado em
microplacas de 24 poços (NUNC), e incubado
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durante 1 hora e 30 minutos a 37°C em at-
mosfera de 5% de CO

2
. Após esse tempo, os

poços foram lavados com meio MEM-G, a fim
de se obter unicamente os monócitos, pela sua
capacidade de aderência. Acrescentou-se meio
MEM-G suplementado com 10% de SFB
(GIBCO, BRL) e Fungizone (GIBCO, BRL).
Esses cultivos de monocitos/macrófagos  (mí-
nimo de 600.000 células) foram incubados a
37° C, em atmosfera de 5% de CO

2
 e observa-

dos diariamente ao microscópio óptico, duran-
te 15 a 21 dias.

· Co-cultivo de monócito/macrófagos
com MSC

Os cultivos de monócito/macrófagos fo-
ram coletados, inoculados em monocamadas
pré-formadas de células MSC (garrafas cap. 75
cm2 ) e incubados durante 1 hora e 30 minutos
a 37°C. Após o período de incubação, adicio-
nou-se meio MEM-G,  com 2% SFB, Hepes
0.01M, e Fungizone (GIBCO,BRL). Os culti-
vos celulares foram observados ao microscópio
diariamente (até 30 dias), a fim de se detecta-
rem alterações compatíveis com o efeito
citopático viral (formação de sincícios, fusão
celular ou vacuolização).

Amplificação do DNA proviral
· Processamento das amostras
Cultivos de MSC: os co-cultivos com

MSC inoculados foram congelados, desconge-
lados e centrifugados a 8.000rpm, por 10mi-
nutos a 10°C. O sobrenadante foi armazenado
a -70°C, até uma nova passagem em cultura de
células, e o pellet celular foi submetido à extra-
ção do DNA com o “kit” QIAamp DNA
Minikit (Qiagen Inc), para a confirmação da
presença viral pela técnica de dn PCR.

Sangue: as amostras de sangue (n=38),
de animais sorologicamente positivos e negati-
vos foram processados para obtenção das CMSP,
separando-se as células sanguíneas com gradi-
entes de Ficoll, como descrito anteriormente.
O precipitado final, com as CMSP, foi
ressuspendido em PBS e congelado a –20oC até
o momento da extração do DNA, com o “kit”
QIAamp DNA Minikit (Qiagen Inc).

· Técnica de dn PCR
A reação de dn PCR foi realizada, segun-

do Travassos e colaboradores (1999), utilizan-
do-sew dois pares de primers para as regiões pol
e env, de 175 pb e 350 pb, respectivamente.
Os primers externos (P1) foram: 5374 e 5376
para a região pol, e 99001 e 5086 para a região
env. Os primers internos (P2) foram: 5375 e
5377 para a região pol e 99006 e 99008 para a
região env (QUADRO 1). As reações de ampli-
ficação para ambos os primers foram realizadas
em um único tubo (dn PCR), num termo-
ciclador Gene Amp OCR System 2400 (Perkin
Elmer). Para o primeiro ciclo de amplificação,
o DNA genômico (20 ug) foi adicionado a Tris
HCl (10mM), pH8.3,  KCl (50mM), MgCl

2

(2mM), dNTP (200mM cada dATP, dCTP,
dGTP, dTTP),  P1 (100rM cada) e 2U Taq
DNA polimerase (GIBCO BRL). O primeiro
ciclo da amplificação consistiu de 5 minutos a
95oC e 35 ciclos de 92oC por 40 segundos
(desnaturação), 56oC por 50 segundos
(anelamento) e 72oC por 1 minuto (extensão).
A etapa final de extensão foi de 72oC por 4 mi-
nutos.  Uma alíquota (10ml) do produto desse
primeiro ciclo, foi novamente amplificada em
um 2o ciclo, utilizando-se o  P2 e mantendo-se
as mesmas condições anteriormente descritas,
com exceção das etapas de anelamento (60oC
por 40 segundos) e extensão (72oC por 50 se-
gundos).  Os produtos amplificados foram
visualizados em um gel de agarose a 1%, após
coloração com Brometo de Etídio (1mg/ml) e
transiluminação com luz ultravioleta.

Analise Estatítica
Para a análise estatística, foi calculado o

índice kappa (LILENFELD; STOLEY, 1994).

RESULTADOS

Detecção de anticorpos anti-CAEV
Das 451 amostras analisadas por IDGA,

118 (26,1%) apresentaram soropositividade e
333 (73,9 %) foram soronegativas.  Esses re-
sultados foram a base para a escolha dos ani-
mais (n=38) sorologicamente positivos e nega-
tivos dos experimentos posteriores.

Detecção do provírus em CMSP
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Na Tabela 1, demonstra-se o resultado
do dn PCR direto das CMSP. Observa-se que,
de um total de 38 amostras de CMSP, o dn
PCR detectou a presença do vírus em 18 amos-
tras (68,1%), enquanto que as 20 restantes
(31,9 %) foram negativas. Dessas amostras ne-

gativas, 04 amostras foram soropositivas por
IDGA, possivelmente, devido à pouca quanti-
dade de CMSP infectadas nesses animais. En-
tretanto, a técnica de dn PCR detectou o vírus
em 06 amostras que apresentaram sorologia
negativa. A análise estatística demonstrou que,
entre os testes de dn PCR e IDGA, houve uma
concordância moderada  (kappa = 0,48). Na
Figura 1 observa-se o padrão de bandas ampli-
ficadas.

Cultivo de monócitos/macrófagos e co-
cultivo em MSC

Das amostras de CMSP cultivadas in vitro
e co-cultivadas com células de MSC (n=7), o
vírus foi detectado em 04 amostras (TABELA
2). Na Tabela 2 também se pode observar que

Quadro 1 -Primers do CAEV utilizados para a técnica de dn PCR
Nota:  a- baseado em CAEV-Cork (SALTARELLI et al., 1990)

Figura 1 - Padrão de bandas amplificadas por dn PCR de amostras de CMSP
Nota:  A - Linha 1: isolamento viral positivo;  Linha 2-3:  controle celular negativo;
B - Linha 4: amostra  CMSP negativa;  Linha 5-12 : amostras CMSP positivas
- As setas indicam a posição das bandas de 350 pb (env) e 175 pb (pol). PM: marcador  de peso molecular

Tabela 1- Comparação dos resultados obtidos
através da técnica de dn PCR em
amostras de sangue (CMSP) e IDGA.

Nota: PCR-CMSP: sensibilidade: 9/[9+4 ]x 100= 69,2%
Kappa: 0,48 (concordância moderada)
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três amostras deram resultados negativos quan-
do usadas as CMSP como alvo direto para dn
PCR.

 Na Figura 2, observa-se o efeito citopático
do CAEV nas monocamadas de células de MSC
e, na Figura 1, padrão de bandas amplificadas
no dn PCR, confirmando a presença do vírus.
Destaque-se que um dos animais era soro-ne-
gativo, o que mostra a importância desses por-
tadores sadios do vírus que ainda não
soroconverteram.

DISCUSSÃO

O diagnóstico sorológico de animais
infectados por CAEV é contestável, consideran-
do-se que alguns animais podem apresentar
baixos títulos de anticorpos, soroconversão tar-
dia, ou ainda reações intermitentes de
soropositividade e soronegatividade  (PHELPS;
SMITH, 1993; EAST et al., 1993; CLAVIJO;
THORSEN, 1996; HANSON; HYDBRING;
OLSSON, 1996). A sorologia por IDGA, ape-
sar de ser uma prova de baixa sensibilidade, é o
teste mais amplamente utilizado em animais
no diagnóstico de infecções por Lentivírus
(KNOWLES et al., 1994; ABREU et al., 1998).

     Uma vez que a transmissão horizon-
tal do CAEV tem um importante papel na trans-
missão do vírus, diagnosticar e segregar os ani-
mais positivos, pode contribuir para a
erradicação do vírus no rebanho.

Na primeira parte deste trabalho, o le-
vantamento sorológico, realizado pela técnica
de IDGA, mostrou uma prevalência de 26%
de animais soropositivos para CAEV. Esses ani-
mais estavam aparentemente sadios e não pos-
suíam sintomatologia evidente. Essa técnica
sorológica normalmente, é aplicada para tria-
gem do rebanho, pois permite processar um
grande numero de amostras e detectar rapida-
mente os animais portadores do vírus. Entre-
tanto, o diagnostico sorológico pode compli-
car-se diante de uma soroconversão tardia, re-
sultando na presença de animais falso-negati-
vos no rebanho.

Figura 2 - Isolamento viral a partir do cultivo in vitro
de monocitos/macrófagos e co-cultivo com
células de membrana sinovial de cabra.

Nota: As setas indicam alterações celulares

Quadro 2 -Detecção do vírus através da técnica de dn
PCR  em células da MSC co-cultivadas com
macrófagos e diretamente das CMSP.

Nota:  a - Isolamento viral em cultivo de MSC
b - PCR-CSMP: dn PCR com células mononucleares de sangue periférico
c - IDGA: Imunodifusão em gel de agarose  com soros caprinos
+ = positivo; - = negativo
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Portanto, para identificar precocemente
animais infectados, utilizamos a técnica de dn
PCR em uma das principais fontes de trans-
missão viral, o sangue.  Através dessa técnica,
detectou-se, em animais soronegativos, a pre-
sença do DNA proviral, o que sugere ser variá-
vel o tempo entre o inicio da infecção e o apare-
cimento de anticorpos no sangue, dependendo
do nível de replicação viral em cada animal.
Dessa forma, o uso de uma técnica sorológica
de baixa sensibilidade, como a IDGA, dificulta
a identificação desses animais (HARKISS;
WATT, 1990; BARLOUGH et al., 1994).

Das amostras processadas por ambas as
técnicas, tivemos uma divergência de resulta-
dos em 9 amostras, que foram sorologicamente
positivas, embora fossem negativas por dn PCR.
A discordância desses resultados pode ser
explicada por: (a) baixo número de copias do
DNA proviral integrado às células do sangue;
(b) o número de células do sangue infectadas
na amostra, insuficiente para a detecção do ví-
rus; e (c) a baixa carga viral no sangue de ani-
mais aparentemente saudáveis (RUTKOSKI et
al., 2001). Além disso, deve-se considerar que,
diferentemente do que ocorre para os outros
Lentivírus indutores de imunodeficiência, como
o vírus da imunodeficiência felina (FIV), o
CAEV não infecta linfócitos e sim monócitos,
sendo que esses constituem apenas  10% da
população leucocitaria total, e somente nessas
células seria detectado o provírus integrado
(GENDELMAN; NARAYAN; MOLINEAUX,
1985; REDDY; WALTER; HENEIDE, 1993).
Sendo assim, duas abordagens complementa-
res poderiam esclarecer esses resultados e a sen-
sibilidade da técnica de PCR pode ser melho-
rada quando: (a) aumentamos o número de cé-
lulas mononucleares testadas ou (b) pelo culti-

vo in vitro dessas células, permitindo o amadu-
recimento do monocito/macrófago (WAGTER
et al., 1998). O volume do sangue utilizado no
nosso trabalho foi de 5ml. Portanto,  aumentar
o volume para 10ml poderia aumentar a sensi-
bilidade da técnica. Entretanto, demonstrou-
se que o cultivo in vitro das CMSP e o posterior
co-cultivo com células de MSC melhoraram a
detecção do DNA proviral  e possibilitaram o
isolamento de vírus infeccioso em quatro ani-
mais, três deles negativos por dn PCR quando
se utilizou diretamente as CMSP. Além disso,
dos isolamentos realizados, um deles provinha
de um animal soronegativo por IDGA, demons-
trando que existem animais portadores sadios
com carga viral infecciosa.

CONCLUSÕES

No presente estudo, isolamos o CAEV a
partir de CMSP co-cultivadas em monocamadas
de membrana sinovial caprina. Este é um fato
inédito no estado da Bahia, que permitirá ana-
lisar futuramente as possíveis diferenças entre
essas cepas/isolamentos e a cepa referencia CAEV
Cork. Também detectou-se o DNA proviral do
CAEV através da técnica de dn PCR, utilizan-
do-se CMSP diretamente, ou co-cultivadas com
células da MSC, mostrando que técnicas de bi-
ologia molecular de alta sensibilidade, como a
PCR, podem ser de grande valor na identifica-
ção de animais infectados e soronegativos, que
poderão soroconverter tardiamente.

Nossos resultados demonstram que a
PCR representa  uma importante ferramenta
diagnostica na identificação precoce de animais
infectados porém soronegativos, considerando
as condições que aumentam a sensibilidade da
técnica para amostras de sangue (CMSP).

Isolation and identification of the caprine arthritis-encephalitis virus from
the co-cultivation of peripheral blood mononuclear cells with goat membrane
sinovial cells.

Abstract
Caprine arthritis encephalitis virus is responsive of a progressive, debilitating disease in goats having

in vivo tropism for monocyte/macrophage cell lineage. These cells are present in colostrum, milk or blood.
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Studies demonstrate that the viral replication is activated only following differentiation of monocyte to
macrophage, which increase the sensibility of viral detection. In our study it was performed the double-
nested PCR technique and co-cultivation of monocyte/macrophage with membrane goat sinovial cells to
detect the virus in blood, source of viral transmission. Through these methods, it was detected DNA proviral
in seronegative goats, confirming that the time among infection and appearance of antibodies is variable
facilitating the permanence of false-negative goats. It was observed divergences in the results between
serology and PCR techniques, disagreement that is argued above in the work. The co-cultivation of monocyte/
macrophage with membrane goat sinovial cells was successful; it was obtained four viral isolament, one of
them from seronegative goats. In conclusion, our studies, for the first time isolate the virus circulating in our
flocks, implementing an high specificity double-nested PCR technique to identify early viral infection in
goats.

Keywords: CAEV, isolament, monocyte, PCR
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