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Introdugio

Os lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR) replicam-se predominantemente em célulds do sistema monocitico-
fagocitirio, sendo os macrdfagos os preferencialmente infectudos. Baseado na presenga viral em macréfagos objetivou-se
neste experimento observar a agdo viral em cultivo celular de membrana sinovial caprina através da inoculagio de papa
de leucdcitos de animais sabidumente soropositivos.

Materiais e métodos

Foi coletado através de venipuctura du jugular, sangue em tubos com anti-coagulante (EDTA) de deis animais
soropositivos para CAEV. Coletaram-se dois tubos (SmL) de sangue de cada animal. Centrifugou-se o sangue a 1500 rpm
por 10 min, apés centrifugacio formaram-se trés fases distintas: hemdcias, leucdeitos e plasma. Desprezou-se o plasma, ¢
coletaram-se os leucdeitos com micropipeta (reclusio acidentada ou buff coat); as hemdcias também foram desprezadas.
Os leucdcitos coletados separadamente e colocades em tubos contendo 8mL de clorete de amdnio (0,84%),
homogeneizou-se a suspensio que foi centrifugada 1500 RPM por 5 minutos. Desprezou-se o cloreto de aménio, repetiu-
se 4 lavagem por duas vezes. Ressuspendeu-se a amostra em 10 mL de PBS e centrifugou-se 4 1500 RPM por § minutos;
desprezou-se o PBS e adicionou-se novamente | mL de PBS. As amostras foram novamente homogeneizadas. Cada
amostra foi inoculada em monocamadas de células de membrana sinovial caprina (MSC) obtidas a partir de explant de
cabrito comprovadamente negativo para 0 CAEV e sub-cultivada previamente em placas de 24 pogos e mantidas em
solugio de MEM, com3% de soro fetal bovino, 1% de anfotericina e 2% de penicilina e estreptomicina que corresponde
ao meio de manutengio de cultura de células. Para a inoculagiio das amostras foi retirado o meio das placas e a
monocamada foi lavada duas vezes com PBS. Em cada pogo foi colocado 200uL de leucdeitos com 0.5 ml de MEM sem
soro fetal bovino, O controle positive correspondeu aos pogos inoculados com a amostra padrio CAEV-Cork (titulo
104,8TCID50/mL) e o controle negalivo aos pogos inoculados somente com MEM. ambos processados nas mesmas
condigbes das amostras de campo. Com trocas de meio a cada sete dias e pussagem de células a cada 21 dius, sendo a
monocamada examinada diariamente em microscdpio invertido para verificagdo de efeito citopitico (ECP) caracteristico
(presenga de células mononucleadas ou sincicios). Apds 63 dids na (ltima passagem de células, foi realizada a coloragiio
da monocamada com cristal de violeta a 0,1% para melhor visualizagio do ECP.

Resuitados e Discussdo

Todos os pogos apresentaram formagdo de sincicios confirmando a presenga do virus em células do sistema monoeitico-
fagocitirio e 4 agio citopitica viral.

Conclusdo

In vitro os LVPR infectam e replicam em macréfagos e em células de membrana sinovial podendo essa ser uma
ferramenta para isolamento de cepas virais locais.
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