VII Encontro de Iniciagdo Cientifico da Universidade Estadual Vale do Acarad - UVA
CO-CULTIVO DE LIQUIDO ARTICULAR EM MEMBRANA SINOVIAL CAPRINA

Maria Alzira do Carmo Aragdo (IC - EMBRAPA, Biologia- UVA), Andréa Alice da Fonseea Oliveira (Pesquisadora -
Embrapa Caprinos), Alice Andrioli (Pesquisadora — Embrapa Caprinos), Priscils Martinez Martinez (AT - Embrapa
Caprinos), Aryana Lushese V. Lima Feitosa (IC - EMBRAPA, Biologia- UVA). Daniele Alves de Farias (Zootecnia —
UVA)

Raymundo Rizaldo Pinheiro (Odentador e Pesquisador da Embrapa Caprinos).

Palavras-chuve: Lentivirus, Co-cultive, Liquide articular,

Agradecimentos a Embrapa, Banco do Nordeste e a FUNCAP pelo apoio financeiro para realizagio deste projeto.

Introducio

0 co-cultivo € uma técnicu empregada para o isolamento viral. No case da Artrite Encefalite Caprina (CAE), em que uma
das sintomutologias apresentadus pelos unimais € u artrite, o virus encontra-se presente no liquido sinovial (LS)., Em
razio deste tropismo, o LS revela-se como material de eleigio para isolamento. O presente trabalho objetiva a
padronizagiio da téenica de co-cultivo de liquido sinovial empregada no isolamento de uma cepa do Virus da Artrite
Encefalite Caprina (CAEV), bem como verificar a ago viral no cultivo de células de membrana sinovial eaprina (MSC).
Material e Métodos

Coletou-se LS de cinco animais que apresentavam alteragbes articulares ¢ sabidamente positivos para CAE, testados
através do teste de imunodifusdo em gel de agarose. O material foi levado ao laboratdrio de virologia da Embrapa
Caprinos. Cada amostra foi acrescida de 8.0 ml de cloreto de amdnio (0,84%) e centrifugade a 1500 rpm por 3 vezes.
Apos estas ctapas, o sobrenadante (SN) foi distribuido um uma placa de 24 pogos, previumente preenchidas por células de
membrana sinovial caprina (MSC). Cada animal correspondeu a uma amostra diferente, sendo, portanto, inserido em
pogos distintos. Ao final da distribuigfo, os pellets restantes foram acrescidos de 0.3 ml de solugdo salina de PBS, sendo
homogenizado. Esta mistura (PBS+Pellets) foi distribuida nos pogos  restuntes,  separadamente por animal. Apds
acrescentou-s¢ 0,1 mL de MEM (meio essencial minimo) sem SFB (soro fetal bovino) em todos os pogos, inclusive o de
controle negativo. A placa foi entio incubada em ambiente controle do com 5% de CO2 & 37°C durante uma hora para
que houvesse a adsor¢iio viral tanto nas amostras de LS, quanto do CAEVCork colocado nos pogos de controle positivo.
Transcorrido © tempo, adicionou-se 0.8 ml de MEM com 3% de SFB, 1% de anfotericina e 2% de penicilina e
estreptomicina nas amostras. O controle positivo correspondeu aos pogos inoculados com a amostra padrio CAEV-Cork
(titulo 104,8TCIDS0/mL) e o controle negativo aos pogos inoculados somente com MEM, ambos processados nas
mesmus condighes dus amostras de campo. Com trocus de meio 4 cuda sete dius e pussagem de células a cada 21 dias,
sendo a monocamada examinada diariamente em microscdpio invertido para verificagio de efeito citopatico (ECP)
caracteristico (presenga de células mononucleadas ou sincicios). Apds 63 dias na tiltima passagem de células, foi
realizada coloragio da monocamada com eristal violeta a 0.1% para melhor visualizagio do ECP,

Resultados e Discussio

Foi possivel observar a presenca de sincicios nas células MSC inoculadas com todas as cinco amostras de LS, o que
permite sinalizar a presenga do virus neste fluido celular. Observou-se, também. que duas das amostras apresentaram um
efeito litico maor que as outrus amostras. As trés amostras que apresentaram um efeito citopitico sio mauis propicias para
a produgiio de untigeno nucional e desta forma foram separadas para futuro trabalho.

Conclusio

0O LS dos caprinos estudados apresenta provavelmente o virus da Artrite Encefalite Caprina seja na forma livre, em
células sinoviais e/ou em células do sistema monocitico-fagocitirio. As amostras virais isoladas tém agio citopdticas ou
liticas.
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