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PRINCIPAIS ABREVIATURAS E SIMBOLOGIA UTILIZADAS X

AcM antiborpos monoclonais
AFT

ARN = &cido ribonucléico

&coido fosfothngstico

AS = antigeno solivel

BHK = linhagem celular derivada de "baby hamster kidney”
C = concordéncia

COM = antigeno comercial

CNIL capacidade nominativa limitante de peso molecular
"CsCl = cloreto de césio

DEH = doeng¢a epizodtica hemorrégica

DICC 80% = dose infectante cultura de células cingquenta por
' cento

D88 = dodecil sulfato de sbédio

E = especificidade

ECP = efeito citopético

EGPA = eletroforese em gel de poliacrilamida
EIE = ensaio imuno enzimético

FC = fixagdo de complemento

FCM = fixag&80 de complemento modificada

HP = hemcaglutinagfioc passiva

IDGA = imunodifus8o em gel de agar

IFD = imunofluorescéncia direta
IFI = imunofluorescéncis indireta
IgG = imunoglobulinas da classe G

IH = inibigdo da hemoaglutinagio

IICA = Instituto Interamericanc de Cooperagdo para a
Agricultura
ITCF = isotiocianato de fluoresceina

IV = intra-vascular
LA = lingus azul

* A meiloria das explicag¢des encontra-se também no texto.
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LANARA = Laboratorio Nacional de Referéncia Animal
LARA = Laboratdrio Regional de Apoio Animal
LTc = linfécitos T citotdxicos

ME = microscoHpico eletrdnico

MEM = “"Minimum Easehtial Medium™

MI = microscédpio invertido

Mr = mobilidade relativa

NADC = "National Animal Disease Center”
NaHCO= = bicarbonato de sédio

(NH4)2504 = sulfato de amonio

NS = n8o estrutural

OE = ovo embrionado

P = proteinas

PM = peso molecular (unidade = dalton, d)

S5 = sensibilidade

SCN = soro controle negativo

SCP = soro controle positivoe

SG = saco da gema

SN = soro neutralizagédo

TEMED = N, N, N', N° - tetrametil-etilenodiamino

TFS = tamp8o fosfato salina

Tris = tris-hidroximetilaminometano

- Tris/HCl-Ca+2 = tamp8o tris-hidroximetilaminometano/HC1
acrescido de ions céalcio

UV = ultra violeta

~VDEH = wvirus da doenga epizodtica hemorrégica

~ VERO = linhagem celular proveniente de rim de macaco Rhesus

VLA = Vipus da lingua azul

VLA-54 = VLA, sorotipo 4

VP = "viral protein”

VPR- = valores preditivos dos resultados negativos
~ VPR+ = valores preditivos dos resultados positivos.




1 INTRODUCARO

A lingua azul (LA) estd inclufda na lista
"A" de doengas infecciosas do “Office International des
Epizooties”, gue reune as enfermidades cujas consequéncias
sécio~-econémicas podem ser graves e de grande importéncia no
comércio internacional de animais e de seus produtosds,

7‘ As perdas econémicas provocadas por esta
doenga, que se caracteriza pela presenga de lesbes
ulcerativas na mucosa oral e transtornos reprodutivos, ndo
se prendem unicamente aos danos nos animais infectados, mas
principalmente ao impacto econdmico provocado no comércio

de animais, na indastria da inseminacdo artificial, no

mercado local e internacional de sé&men e germoplasma
258,77.82,116,1583_, Eate comércio tem sido alvo de restrigies
cadé vez maiores pelos paises considerados livres da doenca,
ou por paises que querem limitar o risco de entrada de novos
sorotipos 13.26,54.77,183,161,183,

G Instituto Interamericano de Cooperagio para
a Agricultura (IICA), através da Comiss8o Interamericana de
SaGde Animal (COINSA), reconhecendo & importéncia dos
problemas que a LA vem causando para a pecuaria mundial e a
grande polémica existente em torno de muitas questdes
relativas & ocorréncia desta doenga, vem se empenhando
no desenvolvimento de projetos envolvendo acordos
internacionais, objetivando a implantagdio de técnicas

diagnésticas que possibilitem o melhor conhecimento da




epidemiologia da doengs na América Central e América do Sul
(M.BEDOYA, 1988 - comunica¢dc pesasocal)

A Rede de Labo?atérios de Diagnéstico de
Satdde Animal da Area Sul ("RED O&UR"), integrada por:
Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, iniciou as
discussfes sobre este assunto em 1986 e 1887, por ocasido
das reunides LABSUR IV e Ve4.1863, preocupando-se
principalmente com as discrepéncias  encontradas nos
resultados dos exames laboratoriasis, que determinaram o
sacrificio de animais de alto valor zootécnico, sem que
talvez esta conduta tivesse sido necesséria. Outro tema,
abordado pelos repregentantes destes palses, foi a

padronizagdo de técnicas sorolégicas  para o diagnéstico da

doenca, com o objetivo de unificag¢do dos critérios de
execugdo dos testes, produgdo de antigeno e interpretacdo
dos resultados.

A imunodifus@o em gel de dgar (IDGA) foi a
técnica escolhida para o inicio dos trabalhos, considerando
a impossibilidade de realizagdo de outros testes e pelo fato
desta técnica ser de uso consagrado para triagem de soros,
nos laboratodorios mundiais de referéncial35.143

Todos os levantamentos realizados, no Brasil,
até o momento, utilizaram antigeno viral soltvel ilmportado
do "National Animal Disease Center” - NADC, de Ames/USA
12.44.40.48,47  do "Veterinary Technology,Inc."/USA12 gu do
“Animal Research Institute” de Pirbright/England (PAULO

ROCHE, 1988 - comunicagio pessoal) e sugerem gque &




frequéncia da infecg8o a nivel de campo & bastante elevada,
exigindo desta forma, maiorea estudos gque, no entanto,
tornam-se limitados em fungdio das dificuldades de obtengéo
de antigeno para a IDGA.

Diante destas limitagdes diagnésticas
inerentes ao preparo do antigeno para IDGA, e outras
possiveis técnicas que poderiam ser usadas para estsa

finalidade, o presente trabalho tem os seguintes objetivos:

1 - Adaptagédo da cepa do Virus da Lingua Azul (VLA),

sorotipo 4, a cultivos celulares.

2 — Purificag8o das particulas virais, ldentifica¢do através
de microscopia eletrénica e estudo do qenoma e da

proteina.

3 - Produg8o experimental, padronlzaclio e estudo do antigeno
solivel para a IDGA, possibilitando sua utiliza¢Bo em larga

egcala.

. 4 ~ Implanta¢do da técnica de Imunofluorescéncia Indireta
(IF1), para o disgnéstico sorolégico.

5 - Comparag¢do entre a prova de IFI e a prova padrdo de IDGA
e determinagido dos parametros de validagdo da IFI,
calculando-se Sensibilidade (S), Especificidade (E), Valores
Preditivos dos resultados positivos (VPR+) e negativos
(VPR-) e Eficiencia do teste ou Concordéncia (C), e ainda

comparagio dos resultados obtidos pasra os soros de bovinos e

ovinos.




A fim de facilitar a exposig3o, bem como
elucidar alguns aspectos relacionadosg a esta doenca, segue-
se um relato geral dos dados mais relevantes encontrados na

literatura.
1.1 Histo6rico

A lingua azul foi reconhecida hé& mais de um
aécoculo, no Sul da Africa. 0O primeiro relato deu-se em 18786 e
& primeira descrigdo da doenga foi feita por HUTCHEON,
em 1881, conforme citac&o de HARDWICKE, 198077, e OBDEYN,

1987138, A doenga ficou restrita ao continente africano até

1943, quando foi, entdo, confirmada a primeira ocorréncia no
Chipre=7.77.83, fato este, gque posteriormente, facilitou o
reconhecimento da enfermidade em Israel (1951), no Paquist8o
(1958) ¢ na India (1963)13€.1563,

Em 1956, ocorreu um foco severo em Portugal e

posteriormente na Espanha?7.136.181  Embora SCHUDEL, 1986153
tenha feito referéncia a aparente erradicac8o desta doencga

na Europa, o risco existe, pela proximidade com o continente

Africanol8si,

Nos Estados Unidos (EUA), o] rrimeiro
aparecimento ocorreu no Texas, em 1948 e, subsequentemente,
na Califdérnia em 1852, quando foi realizado o isolamento
viral e, assim, pobde-se fazer a confirmaglio definitiva da

doenca=d.39.77.683,1368,163 0 Canada, apds evidéncias




sorolégicas somente em animais importados, foil declarado
livre em 1979183,

Com relagdo & distribuigdio dos sorotipos, 24
reconhecidos internacionalmente, acredita-se gque todos
ocorram no Sul da Africa e, talvez, também no Oeste deste
continente; sorotipos 1, 3, 4, 10, 12 e 16, no Oeste da
Asia; sorotipos 1,'CSIRO 154 (provavelmente relacionado ao
sorotipo 6), 20 e 21 no sudoeste da Asia e Australia;
sorotipos 4, 12 e 20, no Jap8o; sorotipos 5, 10, 11, 13 e 17
nos Estadoa Unidos e sorotipoc 2, apenas na Florida/EUA
13,389,606, 138

Levantamento sorolégico realizado na regido
do Caribe e América do Sul, por GUMM e col.,198478, indicou
a prevaléncia dos sorotipos 6, 14 e 17 do VLA na América
Central entre os anos de 1981 e 1982. Mais recentemente, hé
informa¢des de isolamento do sorotipo 1 na América Central,
em 1886, o8 sorotipos 3 e 6, na mesma regi8o, e sorotipos 3
¢ 12 no Caribe, em 1987, além dos outros, referidos
anteriormente<0.84.81.118

Na América do Sul, tém sido relatadas
suspeltas de ceaesos clinicos no Peru e Chile7?7.138,.183
Levantamento sorolégico realizado em ovinoa do Chile
demonstrou uma prevaléncia de anticorpos em 6,5%, senm,
contudo, terem sido feltos isclamentos de virus na Area
eatudadalso, Os sorotipos 2 e 16 foram identificados no
Paraguai e Chilel®3, bem como os sorotipos 6, 12, 14, 16, na

Guiana, no Suriname € na ColOmbia75.B80.81_ A Argentina e o




Uruguai, ate o momento, tém sido considerados paises livres
da infec¢do, com base em resultados soroldgicos negativos em
&dreas de alto risco, segundo afirmativa de SCHUDEL, 1886153,

A lingua azul foi notificadas ao “Office
International des Epizootiea" pelo Brasil, em 1978, com base
em evidéncias sorolégicas44.46.48,47

MOREIRA verificou a presenga de anticorpos
para o VLA em soros sanguineos de bovinos dos Estados do
Amazonas, Para, Minas Gerais é 580 Paulo e Territ6rioe de
Roraima e Amapé, conforme citagdo de CUNHA e col.44 e DEAX &
ARITAA7T |

CUNHA e col.44, trabalhando com 553 soros de
_bovinos do Estado do Rio de Janeiro, coletados entre 1979 e
1981, encontraram 40,86% de animais com anticorpos contra o
VLA.

Em 1882, realizou-se, nos EUA, o primeiro e
Unico isolamento do VLA em bovino proveniente do Brasil,
sendo identificado, ent8o, o sorotipo 473.

No ano seguinte, DEAK e ARITA47 detectaram
anticorpos para o VLA em soros de antilopes importados dos
EUA.

Na regi8o do Vale do Parsiba, S&o Paulo,
foram relatados casos de lesles ulcerativas em bovinos, que
8e assemelhavam a&s lesles provocadas pelo VLA (M.T.TERRERAN,
1885 - comunicag8o pessoal)

No Estado do Rio de Janeiro, segundo

informaglies de médico veterinario do Seprvice de Defess




Sanitédria Animal (J.D.PEIXOTO, 1887 - comunica¢Bo pessoal)
ocorreu em uma c¢riag8o de ovinos, durante dois anos
consecuti&os, uma doenca qué apresentava as mesmas
caracteristicas da lingua azul, nesta espécie animal.

Em nenhum dos dois casos acima c¢ltados foil
possivel o isclamento de virus ou a identificagdo de
anticorpos que confirmassem a suspeita clinica, embora
tenham s8ido utilizados os  procedimentos usauais de
laboratoério.

| CUNHA e col., em 198748, em inguérito
sorolégico em soros de bovinos dos Estados de S&o Paulo,
Parané, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, encontraram um
percentual de positividade da ordem de 53,73%, 18,81%,
37,305% e 1,22%, respectivamente, enquanto um levantamento
preliminar, realizado no Instituto de Pesquisas Veterin&rias
Desidério Finamor, em cerca de 1.000 animais do Estado do
Rio Grande do Sul, revelou um indice de positividade
sorolégica de 9,07% (PAULO ROCHE, 1988 - comunicag¢do
pessoal).

ARITA & DEAK, em 188812, examinando 2.372
amostras de soros de animais provenientes de diversos
Estados, encontraram 37,87% de poeitividade em bovinos,
17,34% em bubalines, 13,38% em ovinos e 2,24% em caprinos.

CUNHA e col., em 198848, testando amostras de
caprinos e ovinos do Estado do Rio de Janeiro, encontraram
um percentual de positividade de 44,08% em soros de caprinos

e 24,24% em soros de ovinos. Estes autores sugerem a




disseminagsio da doenga e a ocorréncia de infecodes

inaperentes nestas easpécieg animais.

1.2 Agente etiolfgico

A lingua azul é causada por um virus
classificado como membro da familia Reoviridae
34,83,108,129, 133,170,171 género Orbivirus. 0 termo
Orbivirus foi proposto por BORDEN e col., em 1871, citados
por GORMAN, 1978987, para descrever um determinado nimero de
virus transmitidos por insetos, que pelas suas

caracteristicas fisico-quimicas e morfoldégicas formavam um

grupo distinto de virus. O nome do género deriva do latim
orbis, que significa anel ou circulo, em consegquéncia da
configuragdo apresentada pelo nucleoccapsideo34.53.87.174,
Ha, pelo mencs, 12 subgrupos sorolégicos
engquadrados no género Orbivirus, de acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia de Virusi26, dos quais o VLA é o
virus-padr8o®c.67.85, Embora n#o tenha sido encontrado
antigeno de género comum, o8 virus dentro de cada subgrupo
possuem antigenos detectéaveis pelos testes de fixag8io do
ccmplementb, imunodifusao em gel de agar e
imuncfluorescéncia, havendo um grande niGmero de reagdes

cruzadas em testea sorolégileos, O que tem criado

- dificuldades na clagsificacso dos Orbivirus

23,49.67,68.108.118_ 0 VLA contém pelo menos dois antigenos

de importéncis diagnéstica, um comum 8208 virus do




grupo e outro assoclado a sorotipo-especificidade
38.84.50,70,127,131,172

Até o presente. momento s8o reconhecidos,
internacionalmente, 24 sorotipos do VLA, identificados
através de testes de neutralizagBo e da resposta imune
especifica a0 sorotipo383.42.87.,108,181,140, (Qcorre grande
variacdo dentro dos sorotipos, em virtude da possibilidade
de recombinagdio génica entre eles4l.42.87,137.164,

As caracterlsticas do VLA, conforme indicadas
péla 4% Reunifio do Comité Internacional de Taxonomia de

Viruei<® egtdo resumidas no gquadro 1.




QUADRO 1:  Caracteristicas gerais do virus da lingua azulk

PROPRIEDADES DAS PARTICULAS VIRAIS

Forma: lcosaédrica, gquase arredondada

Dimetro: cerca de 68 nm

Pesoc molecular (PM) aproximado: 60,00 x 108 d

Densidade: 1,38 g/cm=

Coeficiente de sedimentac#o: 550 §

Capsideo protéico constituido de duas camadas
Particulas sem capsideo externo sdo chamadas "core"
Capasideo interno com 32 subunidades, com conformagédo
circular na superficie

Proteinas: 7 proteinass estruturais, representando 80X

do PM total do virus

Acido nucléico: acido ribonucléico (ARN) linear de fita
dupla, com 10 segmentos, representando 20% do PM total
do viprus

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Perda da infectividade a pH 3.0

Solventes lipidicos provocam redug8o da infectividade, da

ordem de 10 vezes

REPLICACAO

Citoplasmatica: a morfogénese é acompanhadsa da formagdo
de filamentes regularmente estruturados sob forma de

corpusculos de inclusdes fibrilares e ttbulos.

. 4%. Reunifo do Comité de Taxonomia de Virusiz2e
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0 cgpsideo viral é coniposto de duas camadas
prrotéicas, sendo gque a interna apresenta uma estrutura
capsomérica com 32 capsdmeros, chamada nucleocapsideo, o
gqual se encontra circundado por uma capa externa difusa,
menos estruturada2®.34.981.131,174

O genoma do VLA consiste de ARN linear de
fita dupla, com 10 segmentos de diferentes mobilidades
eletroforéticas e PM variando entre 2,5 x 108 d (segmento 1)
e 0,3 x 108 d (segmento 10),.com PM total do genoma do
sorotipo 10 entre 11,0 e 12,5 x 108 d, conforme determinado
por MARTIN & ZWEERINKiz& g VERWOERD e c0l1.3172, em 1972.
Devido a sua natureza segmentada, ¢ ARN do VLA pode ser

caracterizado através da eletroforese, que permite detectar

variagdes ocorridas entre os segmentos dos genomas dos
diferentes sorotipos, bem como em diferentes cepas isoladas
dentro do meamo sorotipo34.38.67,108.165

SQUIRE e col., em 1983165, analisando a
relaglio entre as diferentes cepas iscladas durante varios
anos, nos EUA, né#o conseguiram eatabelecer padrdes
eletroforéticos que determinassem alguma correlagfo direta
entre o perfil eletroforético e o sorotipo da amostra viral,
a eppécie animal e a regifo geografica ou ano em qgue o virua
foi isolado. Por esta raz8o, o uso da eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) torna-se limitado, ou  mesmo
inadequado, para a diferenciaglio entre cepas do VLA e entre

o8 orbivirus relacionados, gue apresentam o mesmo nimero de

11
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segmentos de ARN, como ¢ o caso do subgrupo Eubenangee
89,.67,68,60,108, 1685

As amostras de campo apresentam grande
variag8o no padrdo eletroforético dos segmentos do genoma,
refletindo a diversidade genética existente no subgrupo
sorolégico do VLA, independentemente da variag8oc antigénica,
n#o existindo um padré@o eletroforético caracteristico destes
segmentos para cada sorotipo®®.87.155,

Acredita-se, atuélmente, que o genoma do VLA
codifique pelo menos 10 proteinas, isto &, cada segmento de
ARN deve codificar uma proteina,  desconhendo-se,
entretanto, se as proteinas adicionais s8o Unicas ou 880
produtos de tradugdo incompleta ou produtos modificados
pés-tradugdo®4.87, Estd claro, porém, qgque o tamanho do
segmento do ARN n3o estd necessariamente relacionado ao
tamanho do polipeptideo codificado.

De particular significado é a identificagdo
do segmento que codifica o polipeptideo responsavel pela
tipo-especificidade. Para o sorotipo 17, parece ser o

' ”f&VP334-42, que é codificado pelo segmento 2 do genoms,

engquanto que, para os sorotipos 1 e 4, parece ser o
yp242.92.1338, codificade também pelo segmento 2 do genoma
vipal (Figura 1). HUISMANS & CLOETE, em 188722, trabalhando
com 0 sorotipo 4, demonstraram que os segmentos H e 6

codificam as proteinas NS1 e P5, respectivamente, diferindo

da codificag#ioc apresentada pelos autores®4.133, cujos dados

foram utilizados para a montagem da figura 1. Esta diferenga




rode ser, em parte, devida ao sorotipo testado, ao sistema
de gel= usado na andlise eletroforética e aos diferentes
sistemas 'de nomenclatura utilizados para os polipeptidece do
VLAS4.42,133

A nomenclatura mais citada na literatura se
baseia na proposta de VERWOERD e col., 1972172, gque utiliza
o0 numero da proteina precedido pela sigla P (ver letra A,
Quadro Z), embora a grande maioria dos autores empregue a
mesama numeragfo, precedida lpela sigla VP. APPLETON &
LETCHWORTH, 198311, utilizam uma sequéncia numérica
diferente, precedida da sigla VP (ver letra B, Quadro 2),
Juntamente com o PM dag proteinas e a localizacgio

correspondente no virion. A nomenclatura usada no presente

13

trabalho, durante as citagles, & a original dos respectivos
autores, porém quando se faz referéncias as proteinas virais
usa-se a nomenclatura citada por VERWOERD e col., 1872172,
sendo a sigla P, precedida pela sigla V, ou seja VP, seguida

do ntmero correspondente ao segmento protéico.
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PROTE(NAS SEGMENTOS PROTEINAS
VIRAIS DO VIRAIS
§-17 GENOMA S-1
I - i —11
2 = >—< 2 12
3| 3 -3

— —i4
— — |5 —|5

6 —]|NSI -

__/_ T~— |—|nsla

6 e —[NS2

7 | 7

—L— |, —|s
8 |— / 9 — 7
9 |—— — - 10 ~— —|8
10 | = —i8a

FIGURA 1: Esquema do genoma segmentado do VLA e
correspondéncia com as proteinas codificedas pelos
diferentes segmentos, de acordo c¢om GRUBMAN e col., 19883,
citados por CAMPBELL & GRUBMAN, 198534 e MERTENS e col.,

1884133,
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QUADRO 2 -~ Nomenclaturas mais utilizadas, PM e localizacio
dag proteinas do VLA no virion34

Nomenclatura PM (x 103d) Localizag8o

A B A B Estrutural N&o-estrutural(NS)

Bl VP1 140 137 ‘ NC -

B2 VE3 110 104 CE -

P3 VP2 101 108 KC -

P4 VP4 82 gz NC -

F5 Vb5 61 69 CE -

Pba VP8 54 47 - tubulos

P6 VE6 42 57 NC -

PBa vP7 40 51 - tdbulos

P7 VPS8 28 44 NC -

- VE10 - 24 - desconhecida
VERWOERD, 1897217=

b
0

APPLETON e LETCHWORTH, 168311
RC = nucleccapsideo

capsideo externo




16

A estrutura protéica do VLA, analisada por
EGPA, tem mostrado 7 polipeptideos com PM variasndo de 289 a
140 x 105 da24.172_ A capa extérna difusa & constituida de
duas proteinas, VP2 e VP5. A proteina VP2 localiza-se mais
externamente na superficie do virion e possui determinantes
antigénicos responséveis pela especificidade de sorotipo
e viruléncia33.34,42.67.77.91,108.140, Com relagdio a VP35,
MERTENS e col., em 1984133, e JEGGO, em 198688, relataram a
possibilidade de seu envolvimento com a eapecificidade de
sorotipo, através de intera¢lea funcionais com & VP2 e
indug8o de anticorpos sorotipo gspecificos, embora Véarios
outros autores néo tenham conseguido demonstrar
““gualquermmcontribuicao“"deﬁt&'mPPOteina"'na“'QXPpeasﬁo““da
especificidade de sorotipo, nem © envolvimento de anticorpos
especificos para egta proteina, na neutralizacédo
viral4ez.7e.91,82,127.131 |

Em varioe trabalhos verificou-se que a VP
spresentou caracteristicas comuns entre varioe sorotipos
testados, bem como a presenga de determinantes antigénicos
grupo-especificos. Esta proteina mostrou grau de ryeagdo
semelhante entre soros homblogos e heterdlogos e foi a
proteina viral que apresentou maior variag8o de PM, entre os
varios sorotipos testados42.78.88,81,83,127,.131,133,

O capsideo interno viral é constituido de
cinco proteinas: VPl, VP3, VP4, VP6 e VP7, sendo que VP3 e

VP7 s8o as principais34.81,83,113,




A proteina VP7 & considerada, por muitos
autores, como 0 mais importante antigeno 8OrOgrupo-
especifico para o VLAS1.111.138.184 ¢ o principal antigeno
envolvido na reagdo de fixag&o do complemento34.80,108, gen
contudo deacartar a grande participag8o da proteina VP3 e
daa outras proteinas virais na resposts grupo-especifica
67.80,83.108.111, A VP3, quando analisada através de EGPA,
migra  associada & VP2, por apresentar PM muito préximo
desta proteina e tem demonstrado estrutura altamente
congervada entre os sorotipos82.92.83.131

Os polipeptidecs VP7 e VP3 apresentam

determinantes antigénicos comuns a varios sorotipos do VLA,

e participam ' de reacses  oruzadas entre os orbivirus

relacionados, principalmente através das técnicas de fixacgéo
do complemento, imunofluorescéncia, imunodifuséo e
imunoprecipitacio34.67.85,80,92,108,111, 131 _

As proteinas VP1l, VP4 e VPS8, do capsideo
interno viral também podem conter determinantes Erupo-—
especificos e grau de conservac#o estrutural variavel entre
8187.898,.92

A analise das proteinas codificadas pelo
virus em células infectadas permite detectar, além das
proteinas estruturais, quatro proteinas n8os-estruturais,

denominadas NS1 ou Pha: NS2 ou PBa; NS3 a

NS484.85.81.87.87,80,131,133, 189 _
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As proteinas NS1 e NS2 constituem os
principais componentes presentes no citoplasma de células
infectadas pelo VLA, sob a forma de corpusculos de inclus&o
fibrilares e tubulos, constituidos de proteinas codificadas
pelo virusl4.852.87.89,80,83, € gue 8se apresgentam como
estruturas altamente conservadas nos diversos
aorotiposﬁz-57-92-93. H& evidéneciss de que a proteina NS1
seja codificada pelo segmento 5 ou 6 do genoma viral,
conforme mencionado anteriormente, juntamente com & proteina
P534.42,87.982.133, gue é sintetizada em alta freguéncia no
ciclo replicativo, quando comparada aos outros polipeptideos
vireis®4.87.88 Esta proteina esté imunologicamente
relacionada aog  microtabulos do VLA e do virus da
doenga epizodtica hemorrégica (VDEH)52.88.88,80,92,131

A proteina NS1 apresenta igual precipitacgso
frente a soros homélogos e heterdlogos entre o8 véarios
sorotipos do VLA®SC, Estudos recentes sugerem homologia entre
esta proteina e a VP7 e, em menor extensfo, a VP3, que
também tém suas presencas associadas aos tabulos e
corpusculos fibrilaresgBl1.88.93,131,

As relagbes estruturais demonstradas entre
estas proteinas provavelmente Justifigquem o grande nimero de
reagles cruzadas observadas entre os diferentes sorotipos do

VLA e entre o8 orbivirus relacionados, especialmente o

VDEH1.33,49,89,80.82, 170




1.3 Caracteristicas principeis da doenga

A lingua azul ocorre em uma grande variedade
de ruminantes domésticos e selvagens, sendo a espécie ovina
a mais atingida. Nag espécies bovina e caprina, a infecgédo
é, geralmente, subclinica®.27.28,683,115,117.135,136

Em ovinos, a doenga atinge animais de todas
ag idades, mas em Areass endémicas, em geral, somente 08
cordeiros s3o atingidosist.138.1838, Tem sido relatada uma
variagdo eignificativa entre a susceptibilidade de ragas,
nesta espécie<s.80,81.77 (O autores sugerem que & diferenga
na expressfio dos sintomas pode ser, em parte, fungéo
de diferengas genéticas na regposta imune celular e
humoralisb.140,184 ¢ da baixa viruléncia de certas cepas
viraisllb,lss_

0 periodo de incubag@o da enfermidadé, nos
ovinoa, varia de seis a oito dias. Os sintomas iniciais s8o:
febre, aumento da frequéncia respiratéria, salivacgéo
espumoasa, hiperemia e congestdo da mucosa oral e
depressdo?7.112.118.126,136,183, A temperatura retal varia
de 40 a 41,7°C, acompanhendo o pico de viremia77.83.138_ A
hiperemia e a congest3c dos lablios e das mucosas oral e
nasal podem varisr de ligeiro aumento da tonalidade vermelho
escuro, até a coloraglio ciandtica, de onde se origina o nome
“1lingua azul'28.77.138,

Nos animais atingidos, na fase sguda, ha uma

intensa congest8o e edema da mucosa oral, que avoluem

19




20

eventualmente para ulceragdes necréticas dos labios, pélato

dental, lingua e gengiva, podendo ocorrer ainda laminite,

que & extremamente variavel no seu aparecimento, e diarréia
sanguinolenta?7.126,135.138,163,

A mortalidade ocorre principalmente emn
ovinos, variando de acordo com as condi¢des ambientais e
climétices, a patogenicidade da cepa viral27.44.185.141, ¢
estreaspe a0 qual o animal foi submetidol3B.140 além dos
fatores responsaveis pelas complica¢Bes secundarias, como &
broncopneumonia, resultante da contaminagdo por aspiragéo do
contetdo ruminal e a degeneragdo da musculatura esquelética,
inclusive do musculo cardiaco, que s8o, provavelmente, as
principais causas de morte dos animais?7?.12€,138

Nos bovinos, a LA & geralmente subclinica; os
sintomas, gquando ocorrem, s8c mais leves e menos freguentes
que em ovinoaz28.46,77,116,135,136.163, ( bovino afetado pode
apresentar hipertermia, com a temperatura variandoe entre
40,5 e 41,6°C e leucopenia, correspondentes ao pico de
viremia, como em ovinoas®8.,115.,117.1358 A persisténcia do
virus no sangue dos bovinos é muito mais prolongada, ja que
o isolamento de virus, nesta espécie animal, por mais de um
ano, tem sido relatada®8,115,118.123,140.141, enquanto que,
em ovinos, varia em torno de apenas 30 diag<€.138,

Lesdes carsascteristicas da LA, em bovinos,
consistem na inflamagdo da papila bucal e Glcera necrdética
no padlato dental=27.28.118,183, que localizam-se, com maior

frequéncia, na parte anterior da boca27.77.112.117_  HEm casos
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mais severos, além da congest@o e edema da membrana mucosa,
desenvolvem-se crostas gue podem ae desprender, deixando uma
superficié desnuda, gue propicia o aparecimento de infecoBen
causadas por contamina¢des secundariaszB.135,153

Laminite, miosite e coronite sdo lesBes que
ocorrem geralmente em bovinos27.28.77.112,117, (O aborto, a
infertilidade e as deforma¢des fetals congénitas como
prognatismo, encefalites necrohemorrigicas, meningites
supurativas e n#o-supurativas, cistos cerebrais e, mais
frequentemente, hidroencefalia s8o observados em ruminantes,
principalmente em bovinogits.88,112,116,118, 121,122, hR-1. 08 Em
vacas leiteiras, crostas, provavelmente resultantes de
trauma do epitélio sensibilizado, podem levar a complicagdes
secundérias, tais como mastites®8.135_

A doenga em bovinos tem sido associada com a
hipersensibilidade tipo I. Os sintomas c¢linicos, como
dermatites e/ou Ulceras, caracterizadas histologicamente por
infiltragéo rerivascular de eosinéfilos, linfécitos,
mastécitos e histidcitos, reforgam esta idéia
8.8.82,140,164.1687, A presenca de imunoglobulinas da classe
E (IgE) na circulag8o sanguinea, sugere gue estas possanm
estar envolvidos nas rea¢des bioldgicas durante a fase aguda
€ recorrente da infec¢do viral em boviﬁos, n&c se excluindo
a possibilidade de que estes anticorpos possam se fixar em
mastécitos teciduaisB.106,140.184.157, ANDHERSON e col., em
19852, tambem demonstraram correlagdo direta entre o

aparecimento de sintomas clinicos e o aumento do nivel




sérico de IgE, a presenga de dermatite eosinofilica e alta
concentragio de histamina na pele. Estes autores concluiram
que o desenvolvimento de sintomas da doenga parecia estar
relacicnado & sensibilizacdo prévia pelo VLA, ou por
Orbivirus relacionados.

A atividade de anafilaxia cuténea passiva nio
tem sido, até o momento, demonstrada em ovinos, sugerindo
que a reagfo de hipersensibilidade tipo I n&o contribuiria
para o desenvolvimento dos sintomas da doenga, nesta espécie
animalil40.3ib4,

0 mecanismo pelo gqual, se estabelece o estado
de portador, n#8o tem gido bem definido e, na espécie bovina,
nem sempre tém sido detectados anticorpoe27.73.115.18385,164

O wvirus da LA, em animais com infecgdo
subclinica, esta associado & membrana citoplasmatica, sendo
encontrado primariamente nos eritrécitos, linfécitos,
neutrofilos, monocitos e no revestimento endotelial dos
vasos sanguineosg®7.82,128,164,176,176 Varios autores
8,82,126.154,1588,175,178 agdmitem que o virus e repligue
negtas células, podendo expressar antigenos virais na

superficie das mesmas.

1.4 Resposta imune

A resposta imune, envolvendo a rarticipacso

de populagdes de linfécitos T e B, tem esido demonstrada em

bovinog e ovinos infectados pelo VLA. As respostas de ambas
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as poprula¢des de linfécitos slBo dirigidas para determinantes
antigénicos presentes em cada subunidade viral,
espe¢ialménte 4s proteinas localizadas na .superficie das
particulas virsis80.124.140,1564,158,158 As classes de
imunoglobulinas gque tém sido relatadas s30 as IgM, IgG, e
IgE®.®.138 Eatas respostas especificas para as proteinas do
VLA no hospedeiro, bem como, os mediadores enddégenos
liberadoa podem modular a expressfico da patogenicidade
viral, bem COomo da resposta imune protetora
8.34,61.82,87,140,164,1868

A contribuic3o da resposta imune celular, em
comparagio com & resposta imune humoral, ndo tem sido bem
determinada®4.80.88,108,124, (g anticorpos neutralizantes
sorotipo-especificos exercem um papel importante na protegéo
contra a doenga®4.80.86,140, embora o grau de protegdo ndo
esteja correlacionado diretamente com o nivel sérico destes
anticorpos®s.,. 106

Por outro lado, a participagdo da imunidade
celular na protegdo da doenga também tem sido relatada
84.80.87,.88,108.140,187, Linfdécitos T citotdéxicoa (LTe) tém

sido observados em camundongos e ovinog60.9€,97.98,1858,158
atuando na busca de células infectadas, carregando na sua
membrana antigenos virais especificos, matando seletivamente
eatas células®0.87.108, (O LT. apresentam reac8o cruzada

guando testados frente =& células—-alvo infectadas com

sorotipo heterdlogo do VLAG0.81.82.86.657.68,108, 164
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Tem sido dificil demonstrar os LTs em

‘bovinosios, STOTT e col. em 1988188, constataram elevada

estimulac8o de linféecitos em bovinos imunizados com vacinas

inativadas, scompanhada de supressio desta mesma atividade
no momento da descarga viral. SCHULTZ & GUIDER, 18987184,
admitem que, se os bovinos tém auséncia de resposta imune a
este virus, ou tém resposta fraca, o estado de toleré&ncia
imunolégica poderia ocorrer.

Os aspectos imunolodgicos da LA em bovinos,
principalmente no gue diz respeito & persisténcia simulténea
de anticorpo especificos e particulas virais, eatado de
toleréncia imunolégica, auaséneia ou fraca respostsa imune
celular, s#io pouco esclarecidog27.34.82,.108,112,117,140,184
Vérias hipoteses té&m sido levantadas, tais como: delegéo
clonal, mecanismos supressores relacionados a modulagio da
atividade de células T auxiliares, participacéo de
enticorpos lidiotipicos, hipersenaibilidade mediada por IgE,
levando & express#o da doenga clinica e modulag8o supressiva
da imunidade protétoraa.g.sﬂ.ﬁl.az,97.140.154.158_

O VLA, assim como outros virus constituidos
de ARN bicatenario, € considerado potente indutor de
interferon alfa e beta. Ovinos e bovinos s8c capazes de
depenvolver o8 dois tipos de interferon nos eétégios
iniciais da doen¢a, mas parece n#do estar totalmente
esclarecida a participaclio desta subeténcia na prevencdio ou

recuperacio da enfermidade BP.B2.86.87,123,1864
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1.5 Epidemiologia

A forma mais freguente de transmiss#o
da lingua azul é através de insetos vetores
B8.,27,71,77,183,181,174, (0 virus é mantido na natureza por

ciclos alternados entre o vetor biolégico e hospedeiros

mamiferos, ruminantes27.11B.181,

0 @&énero mais c¢itado entre o8 vetores
artropodes & o) Cullicaideaﬁ5-*5-77-11?-135c135-174; as
easpeéclies tém variado, nos distintos continentes. Na Africa,
o vetor mais cléassico € o C.imicola; na Asia e Austré&lia, o
C. brevitarsus; nos Estados Unidos, o €. wvariipennis
14,119,1385,181 o, exclusivamente na Flérida, foi relatado o
C. Insignis como transmissor da doenca®®, gendo também
descritos alguns insetos hematéfagos, como o Melophagus
ovinug, Hematopinus eurystermusg e Ornithodorus coriaceus,
dentre outros27.28.77.121, No Continente Sul Americano,
poucas tentativas tém sido feitas para relscionar a presenga
de vetores com a ocorréncia de LA. CUNHA e col., 198745,
referem-se & presenga de insetos deste género, tais como,
C.insignis, C.paraensis e C.furens no sul do Brasil e
Argentina.

O inseto, apés picar o animal infectado,
alcanga o seu potencial méximo de transmissf8o entre 10 e 14
diag27.121, 0 virus, segundo BOWNE, 196828, replica-se,

principalmente, nas gléndulas salivares do artropode.
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A lingua azul €é uma doenga de natureza

sazonal e, como nés outras arboviroses, sua ocorréncia é
maior durante o8 meses quentes e chuvosos, quando a
proliferacdo dos vetores é malor 27.63.115.117,143116831.173_ 4
temperatura 6tima de atividade destes vetores situa-se entre
13 e 35 °C e seu atague se realiza ac amanhecer e ao
anoitecer. H& evidéncias de que insetos infectados s#o
carregados a grandes disténciae pelos ventos. A disseminagfo
do virus, entre os vetores, depende do nimero de insetos e
do seu "habitat”, 5endo necessarios um grande nimero e um
alto titulo wviral, para que exista a possibilidade de
ocorrer a transferénciald®s.isi

A doeng¢a ndéo é transmitida por contacto,
podendo ocorrer, entretanto, pela transferéncia de sangue a
partir de animais infectadosS.27.118,117,136,139,

A transmissBo vertical tem sido observada em
ovelhaé e vacas Iinfectadas, natural ou artificialmente
<8,81.66.77,116,118,135_, A transmisséo transplacentéria
depende das caracteristicas da cepa viral, da concentragdo
do inéculo e do estigio da gesta¢Bo®6.55.121,132 gendo gue,
no inicio, a infec¢80 pode provocar a morte do embrifo,
levando ao aborto, & reabsoredc ou mumificagdo do
fetoit.2e,.28.98,112,117.,138, 138

No caso de sobrevivéncia do feto, pode

ge instalar um estado de tolerancia imunolégica, em gque o

animal ao nascer n8o apresenta capacidade de produzir

anticorpos especificos para o VLA, situagdo muito comum e de




grande importéncia epidemiolégica ©8.112.118,121.,138,135,
Bovinos que sobreviveram & infec¢8io intrauterina adquirem o
estado dé portador, conforme éugerido anteriormente, nédo
expressando sintomas nem conversfo soroldgica, apresentando,
no entanto, viremia esporaddica, que favorece a disseminacdo
do virus, passando estee animais a se constituirem nos

principais responséveis pela manutene8o e difus8o da doenca

no campoEE.ZE. 28,118,117 .124,138, 132, 158.
O cruzamento natural pode ser considerado uma
forma alternativa de transmissap da enfermidade, levando em

conta que J& fol isolado virus a partir de sémen de animais

inoculados experimentalmente®.26,31.77.117,122,1386,140, 158
1.6 Diagnoéstico

0 diagnésﬁiﬁo da LA pode ser feito através da
observagdo dos sintomas clinicos, das lesBes anatomo-
patoldgicas, do isolamento e identificagdo do virus ou pela
demonatrac&o de anticorpos especificos no soro sanguineo de
animaie 8113?61130827 »25.,.38,48,77,108,112, 117,139, 156

Os sintomas clinicos e as lesSes anatomo-
patologicas s80 muito incipientes e, devido a existéncia de
infec¢8es semelhantes em ruminantes - tais como & febre
aftosa, a estomatite vesicular, a diarréia viral bovina, a
febre catarral maligna, a rinotragueite infecciosa bovina, o
ectima contagioso dos ovinos, a fotossensibilizacso, e

outrae caussdas por orbivirus relacionados, principalmente a
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doenga epizoética - hemorrégica (DEH) - tornam necesséario o
| diagﬁéstico diferencial?7.28.46,77,134,1563, 157
. As amostras a' serem coletadas para O

diagnéstico laboratorial devem constar, preferencialmente,
de sangue total fresco, com e sem anticoagulante, coletado
de animais na fase febril, soros pareados 27.28.125,147.187
s8émen de  tourog82.117.138,176, baco, medula Ossea e
linfonodos de animais mortos na fase aguda, bem como sangue
com anticoagulante, bago, pulmdes, medula dssea, linfonodos,
encéfalo e soro de animais abortadog®6.122,136,188,148.153

O isolamento e a identificaclio viral s#o de
vital importéncia no diagnéstico da lingua azul, para a
confirmagéo definitiva da doengall?.122.138.138, ( método
inicialmente utilizado foi & inoculag¢do do material suspeito
no hospedeiro natural, ou seja, o ovino 27.28.31,108.141

A propaga¢do do VLA em ovos embrionadbs (CE)
fol referida, pela primeira vez, por MASON e col., em 1940,
e o efeito da temperatura de incubag#o na replicac@o viral
do VLA, neste substrato, fol estudado por ALEXANDER, enm
1847, gque estabeleceu a temperatura de 33,6 oC como a ideal
para a propagagdo, conforme citados por GOLDSMITH &
BARZILEI, 1985%€. Ap vias de inoculagdo em OE sdo a membrana
coério-alantdide e o saco da gema (S5G)31.68.86.128, tendo
asldo desenvolvidas duas técnicas para inoculagdc por via
intravenosa (IV) ou vascular, descritas por GOLDSMITH &

BARZILEI®® ¢ FOSTER & LUEDﬁEﬁB, em 1368, usando embrilies de

1l a 13 dias de incubagiic. A via IV tem sido considerada,
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por VArios autores, como mais sensivel que a via
53, e de sensibilidade equivalente & inoculag8oc em
ovinoﬁss.los.115.121.13&, '

O uso de cultivos celulares para a propagagdo
do VLA vem sendo cada vez mais enfatizadol22.128,135,144 0
VLA creece em vérias linhagens: BHK ("Baby Hamster Kidney"),
VEROB®. 106,183 LIC-MKz, CV 1P (derivadas de rins de
macaco}, C8L 503 (proveniente de pulmdic de feto bovino), L
929 (derivada de fibroblasto de camundongos), SVP ("Super
VERO Porcine Stable Cell”), C 6/36 ("dedes albopictus
cell”), cultivo primario de testiculo bovino31.105.138.173,
células de medula éssea bovina, cultura de macréfagos de
bovinos, cultura de anéls tragueais, IB-R5-2 (rim de
suling)i38, MVPK ("Mengelin-Vaughn Porcine Kidney") e
MDBK ("Madin-Darby Bovine Xidney')43.183, dentre outras
59,108,122,137

Apesar de todos estes métodos J& descritos
para a propagacdo do VLA, e & existéncia de uma grande
variedade de linhagens celularea sensiveis, a recuperacdo e
o) isolamento Primario deste virus, a partir de
diferentes materiais, ainda representa uma séria
dificuldade&.31.38.112.122,141

0 uso de métodos combinados para ¢ isolamento
do VLA, como por exemplo a utilizagio de ovos embrionados e
cultura de células, vem sendo adotado na maioria dos

laboratorios de diagnéstico, a partir de amostras coletadas

de animais suspeitos, animais importados e/ou destinados a
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exportacgo, e doadores de eémenlO8.3112.141.163, COLLISON &
BARBIER, em 198532, utilizaram uma combina¢Bo de métodos gque
J& wvinha ‘aendo empregada por GIBBS e c¢ol., em 198385,
fazendo inoculacBes seguenciais em OE, pela via IV, seguida
de passagens em cultivos celulares intercaladas ou n&o com
inoculacdo pela via SG, em OE de 6 a B dias de incubagéo,

obtendo diferentes resultados com os distintos procedimentos

usados.
Ap6s o isolamento, o8 antigenos virais 880
identificados nos cultivos celulares infectados,

principalmente pela imunofluorescéncia diretal<44.148.108

através de técnicas imunoenzimdticas®8.112 ¢ pels detecgdo

dos componentes do genoma ou das protelnas viraie, através
de EGPAL1BS e, mais recentemente, pela clonagem
molecularits.187

0 diagnéstico soroldégico da LA é feito com
bage em técnicas sorogrupo-especificas e sorotipo-
especificag?7.305,115,141.103, Qs testes BOrOgrupo-
easpecificos 880 o8 maia. utilizados. Ha um grande numero de
técnicas descritas na literatura, dentre as quala se

encontram a imunodifusBo em gel de agar33.72.74.101,103 g

imunofluorescéncial®o.144,148.147, a fixaglo do complemento

24,33.35 g hem6lise em gell®4 e o ensaio imuncenzimatico

3,4,6,10,38,84, 120

A& IDGA para O diagndstico da LA tem

sido mundislmente utilizada em levantamentos sorolégicos,

para determinar a diastribuigso e extenslo
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da atividade viral em rebanhos bovinos e ovinos
28.44.456.64,136.141, Hsta técnica foi introduzida pelo
imunologigta gueco OUCHTERLONY; conforme citagdo de BIER e
col., 188220 ¢ TIZARD, 18851iee,

Na aplicac8io desta técnica para o diagnéstico
da LA, o8 estudos tém sido direcionados, principalmente,
para a preparagdo antigénica a ser utilizada, pois dela
depende significativamente o sucesso do teste.

A IDGA para o diagndstico da lingua azul foi
primeiramente estudada por KLONTZ e col., em 1962108, com o
objetivo de detectar anticorpos especificos para o VLA em
ovinoes Iinfectados. Estes autores utilizaram antigencs
preparados em cérebros de camundongos (de 2 a 4 dias de
idade), inoculados ©pela via intracerebral, em embriSes de
galinha inoculados por via SG, e em culturas secundérias de
rim de bovino. |

JOCHIM & CHOW, em 19639101, egtabeleceram um
micrométodo onde o antigeno utilizado foi preparado a partir
do fluido de cultura de células infectadas com VLA. A fracdo
infectante foi separada da fraglio eaoluvel e concentrada
aproximadamente 20 a 40 vezes em relagdio ao volume original.

WANG ¢ col., em 1872174, geguindo a mesma
linha de racioccinio, e +trabalhandc conm preparagdes ndo
purificadas, semi-purificadas e purificadas, demonstraram a
utilidade deste antigeno no diagnéstico da infecgdo em

animais.




JOCHIM, em 1876102, fez algumas tentativas
com 0 cobjetivo de melhorar a pureza das preparagdes
antigénicas usadas em IDGA para o diagnéstico da lingua
azul. Uma delas foi a implantagdo do sistema de
ultrafiltrag8o seletiva em membranas. Dando sequéncia ao
processo, O material soluvel sofria uma concentragdo em
torno de 100 vezes e, opcionalmente, era submetido a
cromatografia em Sephadex G-200. Qutra tentativa foi é
preparagio do antigeno a partir do material viral associado
&4s célulsaas, com o objetivo de encontrar uma alternativa
rara uso em IDGA, bem como pera a realizaglo de estudos de
purificagsio que eram escassos em antigenos desta origem.

Posteriormente, GUMM & NEWMAN, em 198274,
desenvolveram métodos de purificag8c do antigeno de grupo,
utilizando colunas de Sepharose 4B e eletrofocalizagd@o com
anfélitos em gradiente de pH entre 5 e 7.

HUBSCHLE & YANG, em 198385, trabalharam com a
proteina P7, pela purificacdio em coluna de Sephacryl $-200 e
cromatofocalizag8o, sendo que, INUMARU e col., em 198795,
utilizaram a proteina P3 , como antigeno, para detecgfo de
anticorpos contra o VLA.

A identificag8o do VLA e a detecgBio de
anticorpos especificos por imunofluorescéncia podem ser
realizadas através da técnica direta (IFD) e da indireta
(IFI}. PINI e col., em 1965144, confirmaram a identidade do
- VLA por IFD, testando antissoros especificos conjugados com

isotioclanate de fluoresceina frente a seis CEeDPaS
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diferentes, determinadas anteriormente por
soroneutralizagdo. RUCKERBAUER e col., em 1987152,'
utilizaraﬁ esta técnica para é detecgdo do VLA em rim de
feto bovino e culturas de células inoculadas com tecidos e
sangue de animais infectados experimentalmente.

A detecc8o de anticorpos através da IFI foi
utilizada também por PINI e col., em 1968348, para
demonstrar & presenga de anticorpos em soros de ovinos
inoculados experimentalmente com o VLA. Eastes autores
concluliram ser este um teste com possibilidade de uso em
levantamento sorolégico, em triagem de 80ros para
acompanhamento epidemiolégico, bem comc varios trabalhos de
identificag@o viral tém sido realizadosB2.144.148,182

Desde ent8c, tanto o método direto (IFD)
como ¢ indireto (IFI) vém sendo extensivamente utilizados
na detecegdo e distribuigédo do VLA em tecidos
de animais infectados natural e experimentalmente
%5.00,82.144.147.,182, tecidos de embrido de galinhaliz,
tecidos de Cullicoldes variipennisi®®, identificacso de
amostras virals obtidas de isolamento®9.1086.147.152  ap
menor escala no diagnéstico s80roldgicolss e, mais
recentemente, pars analisar e localizar proteinas virais
egpecificas com © usc de anticorpos policlonais e
monoclonais (AcM)51.852.70.83,

A reagdo de fixagHo do complemento, para

demonstrar o complexo antigeno-anticorpo rara o VLA, foi

realizada, pels primeira vez, por VAN DEN ENDE e col., em
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1954, conforme citagso de HOWEL & VERWOERD, 197183,
Preparacﬁgs antigénicas de varias origenas vém sendo
examinadas para egsta finalidade. Os antigenos, preparados a
partir de cérebros de camundongos (de 2 a 4 dias) infectados
com o VLA, pela via intracerebral, extraidos pelo tratamento
acetona-éter sdo, ainda, o8 mels utilizados, embora a
obtenglio a partir do sobrenadante de culturas celulares
apresgentem resultados satisfatdérios=24.88,105,

BOULANGER e col., em 197524, desenvolversm um
teate de fixagdo do complemento modificado (FCM), no qual se
acrescentava uma fraglo de 8010 normal bovino,
comprovadamente negativo para LA. Estes autores obtiveram,
resultados comparéaveis a IDGA, titulose 3 a 8 vezes
superiores ¢ detecqgdo de anticorpos por um tempo muito mais
longo em animais infectados naturalmente, em relagdo aos
obtidos por FC convencional. PEARSON e col., em 1973342,
também, utilizando esta técnica, obtiveram correlagiio direta
entre a FCM e o isolamento do virus, durante a viremia
desenvolvida em  bovinos inoculados experimentalemente,
concluindo tratar-se de um bom teste de trisgem para
detec¢éo de animais infectados pelo VLA.

A hemblise em gel foi descrita por JOCHIM &
JONES, em 1880194, com o objetivo de detectar e quantificar
anticorpos contra o VLA, utilizando sentigeno extralido a
partir de materiasl viral 1ligado & membrana celular de

culturas de tecido infectadaa pelo VLA. Esta técnica pode
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apresgentar algum wvalor na gquantificagio de anticorpos
especificos para o VLA1I19.138,174

0O ensalo imunoenzimético (EIE), para detec¢do
de anticorpos anti-VLA, foi desenvolvido por MANNING & CHEN,
em 1880, conforme citagfBo de AFSHAR e col., 18872. HUBSCHLE
e col., em 198184, descreveram esta técnica utilizando
antigeno purificado. Mais tarde, ANDERSON, em 198410,
relatou um método de EIE modificado, ao gual denominou EIE
blogqueador, usando AcM produzidcs ¢ selecionados para reagir
com o antigeno grupo-especifico do VLA.

Apés a descrigdo deste método, AFSHAR e col.,
em 19873.4, desenvolveranm varios siatemas opcionais
empregando o mesmo AcM; inicialmente, o EIE blogueador® e,
em seguidas, doié outros modelos: em um deles, usaram o papel
de nitrocelulose como suporte e, no outro, adotaram um
sistema de competig8o+. Esta mesma equipe realizou, en
1889%, estudos comparativos entre o EIE competitivo, o EIE
indireto, e a IDGA, mostrando que o EIE competitive
apresenta melhores resultados em relagdo as outras técnicas.

LUNT e col., em 1988120, também desenvolveram um AcM grupo-

especifico para uso em sisteme de blogueio e ainda MECHAM e
col, em 1880122, descreveram um EIE de captura utilizando
anticorpos monoclonais e policlonais para detectar antigenos
virais em vetores.

Entre as técnicas que detectam a

especificidade de sorotipo encontram-se a neutralizaggo, a
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hemoaglutinaggs passiva e a  inibig#c da hemoaglutinagéo
22,.77.105,115,186, 139

A neutralizagBio é a reaglo tradicionalmente
utilizada para sorotipagem do VLA. As técnicas mails usadas
880 a soroneutralizag8o em microplacas de poliestireno e o
teste de redugdo/inibig#o de placas28.138,164,174

A  hemoaglutinagéo rasaiva (HP) foi
desenvolvida por BLUE e col., em 197422, Mais tarde, VAN DER
WALT, em 1980168, trabalhando com a inibigso da
hemoaglutinacéio (IH), realizou estudos relativos ao grau de

purifica¢dc de prepara¢Bes antigénicas a serem utilizadas em

HP e 1IH, demonstrando correlagdo entre estas duas reagles e

o teste de redugdo de placas, embora a IH apreéentaase menor
sensibilidade para a detecglo de baixos niveis de
anticorpos.

A especifidade de Bsorotipo destas trés
reagfes fol comprovada através de estudos com recombinantes
génicos dos sorotipos 10 e 11, realizados por KAHLOU e col.,
em 1983, conforme cita¢do de COWLEY, 188741 e 198942, e 20 e
2141, onde fol demonatrads a associaglo da proteina
codificada pelo segmento 2 do genoma viral (VP2) com a
egpecificidade de neutralizaglo e a hemoaglutinina,

regpectivamente.




2 MATERIAL E METODOS

2.1 VIrus: a cepa viral utilizada foi o VLA, sorotipo 4
(VLA-54), cedido gentilmente pelo “National Animal Disease
Center” (NADC), Ames-Iowa/EUA, através do Instituto
Interamericano de Cooperag8o para o Agricultura (IICA) e do
Laboratério Nacional de  Referéncia  Animal { LANARA),

Ministério da Agricultura e Reforma Agraria, Brasil.

2.2 Linhagens celularen: utilizaram-se as linhagens
celulares BHK-21, clone 13 - derivada de rim de hamaster
recém-naacido, "Baby Hamster Kidney“'125 e VERO, proveniente
de rim de macaco Rhesus. Culturas destas linhagens celulares
foram preparadas na Central de Meios e Céluias do
Laboratdrio Regional de Apoio Animal, LARA/Canmpinas, SP. O
estoque de células, diluido em meio de cultura acrescido de
20% de soro fetal bovino e 10% de glicerina, foi mantido sob

congelamento em nitrogénio liguido (Nz).

2.2.1 Manutengdo das culturas celulares: as culturas
foram submetidas a tratamento com tripsina a 0,25%,
tamponada, para promover o desprendimento do tapete celular
e individualizagdo das células. O meio de creascimento foi
descartado das garrafae (tipo "milk" ou "Roux"), e a

monocamsada lavada com tamp8o fosfato s=alina (TFS3) para
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retirada dos resigyuss de soro, eventualmente existentes.
Ap6os a 1inativaggo da tripsina com meio Eagle, rH 8,8
contendo 20% de soro fetal bovino, uma aliguota de 1 ml foi

retirada e adicionada de 1 ml de azul de trypan a 0,2%, para

ser submetida & contagem de células viaveis, em cémara de

Newbauer.

2.2.2 Preparagdo das garrafas de culturas celulares: as
garrafag foram, entéo, semeadas com dilui¢8es variadas das
suspenades iniciais de células, com base nas contagens

realizadas prevismente e de acordo com O tipo de frasco a

ser usado, o© tempo de permaneéncia para crescimento e a

linhagem celular.

2.2.2.1 Células BHK-21, clone 13: com esta
linhagem, prepararam-se garrafas tipo "milk", "Roux" e

rolantes, com volumes finais de 20 ml, 150 ml e 300 ml,

respectivamente. O indéculo continha, aproximadamente,
200.000 células/ml, de modo a obter um tapete confluente,

entre 48 e 72 h de incubagdo, a 37°C, em esgtufa, sendo as

garrafas rolantes colocadas em aparelho apropriado, com &

ciclos de rotagdo por Thora, onde permaneceram durante o

periodo de incubagdo.

2.2.2.2 Células VERD: com esta linhagem, além das
culturas em garrafas tipo “milk”, "Roux” e rolantes, com ©

mesmo volume e submetldas &g mesmas condigdes das células
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BHK, prepararam-se, também, microplacas de poliestireno para
titulagdo das ‘“"sementes"” virais e laminulas para estudo da
multiplicidade viral e para sserem usadas como suporte nas
provas de imunofluorescéncis indireta (IFI). O numerc de
células foi aproximadamente 300.000 células/ml, como indculo

inicial.

2.2.3 Preparagdo das microplacas: as microplacas de
poliestireno (marca Falcon), medindo 12,7 x 9,5 cm, com 986
cavidades, foram semeadas com 0,1 ml de suspenades de
célulaa VERQ, contendo 300.000 células/ml, diluidas em meio
Eagle adicionado de tamp&o HEPES 28 mM {(N-2-
hidroxietilpiperazina N-2-4cido etanossulfénico), em cada
cavidade, de acordo com a ciltaggo de FERREIRA, 187487,
acrescido de 10% de soro eguino em substituicBo ao soro
bovino, usado convencionalmente. Incubaram-se as placas sob
atmosfera de 2,5% de COz e umidade, durante 24 h, a 379C, em

estufa apropriada.

2.2.4 Preparacéo das células em laminulas: as laminulas,
medindo 18 x 18 mm, em nimero de 6, montadas em placas de
Petri de 90 x 15 mm, foram recobertas com 12 ml de suspensio
de células VERO, contendo aproximadamente 300.000
células/ml, em meio e em condi¢Bes atmosféricas semelhantes

as utilizadas na semesadura das microplacas.
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2.3 Meio de cultura:r o meio utilizado foi o Eagle, na forma
"Minimum Essential Medium" (MEM-Gibco), acrescido  de
vitaminas; caldo triptose-fosféto (CTF) e Dbicarbonato de
8Gdio, a partir de solugfes concentradas ﬁreparadas

previamente e estocadas a -~ 20oC. Apéds & mistura nas

proporgdes balanceadas, o pH do meio foi ajustado, por

borbulhamento de COz, para 6,6 a 6,8, no meio destinado ao

crescimento celular gque fol acrescido de 10% de soro fetal

bovino. Ajustou~se o pH da mesma forma para 7,4 a 7,6, no

cago do meio destinado & manutengdo das culturas infectadas

pelo virue. O meio foi esterilizado por filtragHo em filtros

de membranas (Millipore - modelo 293), montados com pré-
filtro (AP-25) e membranas de acetato de celulose (HAWP-45),
com porosidade de 0,45 um e membrana esterilizante (GSWP-
22), com porosidade 0,22 um e conservadas em c8mara fria
até o momento de uso, apdés terem sido feitos os testes de

esterilidade.

2.4 Inoculagdo viral: a amostra viral, VLA-S4, foi
inicialmente inoculada na linhagem BHEK-21, clone 13, com o
objetivo de adaptagdo e de preparagdo da "semente’, para uso
subgequente. 0 melo de crescimento celular foi removido da
garrafa e a monocamada celular submetida a trés lavagens com
TFS 0,05 M, PH 7,6, antes da inoculag8o. Inocularam-se as

garrafas tipo “milk”, cultivadas com células, com 1 ml da

amostra do VLA; a incubagBo foi feita a 37eC, durante 1 h,
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para que ocorresse a adsoredo do virus as célulasf Apds este
tempo, © volume da garrafa foi completado para 10 ml com
- melo Eaglé, sem soro, e permaneceu em incubag¢do durante
86 h, com leitura diéria em microscépio invertido (MI), para
observag8o do efeito citopatico (ECP). Apés este tempo, ©O
material sofreu 3 ciclos de congelamento-descongelamento e
sonicagdo, durante 25 8, em banho sonicador (TEMPO
ULTRAGONIC T-8), sendo a segulr centrifugado a 800 g,
durante 15 min, em centrifuga refrigerada International PR &
(rotor 208), para separag8o dos restos celulares. Quando
necesesério, o pH do sobrenadante foi ajustado a 7.6, com
bicarbonato de s6dio {NaHCOz) a 7,5%. Submeteu-se o

Bobrenadante =a mais duas passagens na mesma linhagem

celular, em condi¢des seme lhantes as mencionadas
anteriormente. A segunda passagem fol realizada em garrafas
tipo "Roux", com in6culo viral de 10 ml e, a terceira, em
garrafas tipo rolantea, com indculo de 20 ml e volumes
finais completados para 80 e 100 ml, respectivamente. As
"sementes” virais, assim obtidas, foram divididas em
aliguotas de 1 ml, congeladas e conservadas em Nz liquido
para apés a titulag8io serem usadas nas etapas seguintes do

trabalho.

2.4.1 Titulagdo da “"semente” viral: a titulacdo foi

feita em microplacas de poliestireno, cultivadas com células

VERC, preparadas conforme descriteo anteriormente, sendo

consideradas adeguadas para uso apbs um periodo de incubagéo
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de 24 h, guando houvesse a confluencia do tapete celular.
Prepararam-se dilui¢des da "semente” wviral, de base 10,

iniciando-se pela diluigdo 10-1 até 10-8 em meio Eagle

modificado, sem soro, adicionado de 25 Unidades
Internacionais (UI) de penicilina, 25 mg de estroptomicina e

25 mg de funglzon (marca Squibb), sendoc colocado 0,1 ml de

suspensfo virulenta em cada cavidade, usando-se 8 cavidades
por diluig8o, deixando-se 4 fileiras como controle de

células, nas quais foram colocadas apenas o meio de cultura,

no  mesmno volume utilizado na manutengdo das culturas

infectadas. Apbéa a colocaglio do indculo viral, as placas

foram incubadas em estufa de COz, nas condigdes referidas

anteriormente. As leituras foram feitas diariamente, para

acompanhamento do ECP e, a leitura final, em S6 h. ApGs
transcorrido este tempo, as placas foram submersas em
solugdio aquosa com 5% de formol e 0,1% de cristal violeta,

para fixar e corar as células57. O titulo da suspensfo viral

" foi calculado pelo método de REED & MUENCH, 1838180, e &
dose infectante cultura de células 50X% {DICC 50%)

determinada pela reciproca da diluigao viral gque provocou

50% de ECP.

2.4.2 Inoculagdo das células preparadas em laminulas: as

células VERO, preparadas em laminulas, foram inoculadas com

VLA-S4, objetivando 0 acompanhamento da atividade
citopatica, consequente da multiplicidade viral e

determinagdo do tempo 6timo de fixaclo das células paEra uso
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em IFI. Quando o tapete celular se mostrou confluente, em
torno de 24 h, a8 células sofreram duas lavagens com TFS
0,05 M,. bH 7.6, e foram infectadas com 0,1 ml da “"semente"
viral contendo 104.8 DICC 50%/ml, por laminula. Uma hora
apés a inoculagdio, completou~se o volume da placa para 12
ml, com meio Eagle modificado, pH 7,6, sem soro e, em
seguida, foram incubadas a 37°C em estufa de COz. As mesmas
foram acompanhadas por obaervagao em microscopio invertido
(MI) e coletadas &s 0-12-24-48-72 h pés-infece8Bo. Apos
sofrerem duas lavagens de 5 min, com TFS, foram divididas em
dois grupos. As gque ae destinavam &ac acompanhamento da
multiplicidade viral foram imersas em fixador de Bouin,
durante 15 min, transferidas para alcool 709GL, deixadas a
4°C, sendo posteriormente coradas com Giemsa a 1/10 em
tamp8o de Sorensen durante 45 min, lavadas com o mesmo
tamp8o, secas a 37°C, mergulhadas em xilol e montadas sobre
léminas com béalsamo do Canada®2. A leitura foi realizada em
microscopio comum binocular (marca Zeiss), em sumento de 160
e 640 vezes. As células infectadas que se destinavam a IFI
foram fixadas sequencialmente com metancl e acetona, durante
15 min cada uma, a -20°C, sendo novamente lavadas duae vezes
com TFS, durante 5 min, secas a0 ar e conservadas a - 20°C

até o momento de uspb4,

2.4.3 Preparac8o das suspensdes virais: as suspensdes
virais foram preparades nas células VERO cultivadas em

garrafas tipo rolantes, segulindo-se fo) procedimento
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seme lhante ao descrito anteriormente para preparagio da
"semente” viral. A inocula¢do foi feita com 20 ml da
"semente’ viral preparada e titulada previamente, contendo
104.8 DICC b50%/ml. As garrafas, com volume final de 100 ml,
foram colocadas em aparelho rolante nas condicdes referidas
anterijiormente. O ECP, acompanhado diariamente, foi
considerado satisfatério gquando ocorreu em um porcentual de
80% ou mais, em aproximadamente 72 e 96 h ap6és & inoculacio
do VILA. O descolamento do tapete celular foi facilitado por
agitac8o manual vigorosa, sendoc o© contetudo das garrafas
misturado e, posteriormente, centrifugado a 1.400 g, durante
15 min, em centrifuga refrigerada International PR 6 (rotor
258), para separagdo dos .componentes celulares e do
sobrenadante, sendo o pH do mesmo ajustado a 7,8, com NaHCOsz
a 7,5%148, Os componentes celulares infectados e o

sobrenadante foram destinados a rreparagdes distintas, quais

sejam: purificacdo viral e produgdo do antigeno solivel.

2.5 Purificagcio viral: as particulas virais foram separadas
a partir das células infectadas e de sedimento obtidc por

ultracentrifugagdo a 100.000 g, durante 1 h, em
ultracentrifuga Beckman (rotor 35). Este sedimento foi
ressuspenso em tampdo tris-hidroximetilaminometanc 100 mM,
acrescido de 1.5 mM de CaClz, ajustado com scluclBio de Acido

cloridrico BN (Tris/HCl1-Ca+2), pH 7.2 e submetido s

tratamento com igual volume de Freon 113 (V/V), sob agitacso
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em "mixer” Vortex, conforme técnica descrita para rotavirus
{H.G.PEREIRA, 1888 - comunicacio pesscal). Apbsa
centrifugacso a 2.000 g, durante 10 min, em centrifuga
refrigerada Beckman (rotor JA-14), a fase aquosa foi
colocado scbre um “colchlo” de sacarose a 45%, no mesmo
tamptio de eluig8o em tubos de 5 ml, sendo em seguida
ultracentrifugade a 100.000 g, durante 1 h. O sedimento foi
ressguspenso  em uma gquantidade minims do ﬁampao usado
anteriormente. O material foi; entdo, colocado em um tubo
contendo 4,8 ml de cloreto de césio (CsCl), preparado em
Tris/HC1-Ca+2, com densidade final ajustada para 1,375
g/cm3, sendo entlo ultracentrifugado a 100.000 g. durante 18
h. As fragdes de 0,5 ml foram coletadas por perfuracdo dos
tubos e dialisadas em tampBo Tris/HCl-Ca*Z por 2 h. As
fragdes selecionadas (3-4-5), através dos valores
individuais de densidade e da analise do RNA e das
proteinas, de cada uma delas, foram misturadas e
centrifugadas a 2.000 g, durante 10 min; em seguida, o
sobrenadante limpido foi também submetido a
ultracentrifugacdo em CsCl, conforme ja descrito. Coletaram-
8e novas fragbes € a densidade de cada uma delas foi
determinéda por pesagem de uma aliquota de 100 pl de cada
frac8o em balanga com sensibilidade de 0,1 mg e calculada
com base na razdo entre o peso da mesma e o respectivo
volume. Os valores obtidos foram colocados em grafico, no
qual a abcissa representa a ordem de coleta das fragdes (da

base - Fl - para o éapice do tubo - F9) e, a ordenada, &
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densidade correspondente. As fragdes 5 e 6, resultantes da
segunda ultracentrifugag¢doc em CsCl, foram misturedas e sua
absorbéncia medida em espectofotbmetro, em comprimento de
onda de 260-280 nm (regldo de luz ultravioleta (UV)). A
partir deste material, realizaram-se observagdes . em
microscdépio eletrdnico (ME), e estudou-se o ARN e =&

proteina, através de EGPA.

2.5.1 Microscopia eletrdnica: as particulas virais
purificadas, foram visualizadas utilizando-se o método
descrito por BARTH, 188518, com grades recém-revestidas de
formvar e carbono, tratadas com polilisina (poli-L-lisina) a
0,1% diluida em dgua destilada, pH 7.2, durante 30 . A
suspens&o viral foi ent8io colocada sobre aa grades, pelo
mesmo periodo, sendo o excesso retirado com papel absorvente
e lavagens sucessivas com Agua destiladal?. Em seguida, foi
colocado &cido fosfotungstico (AFT) a 2%, com tratamento
inatanténeo (AFT rapido) ou tratamento durante 30 8. As
preparagdes foram observadas em microscépio eletrdnico de
transmissdo (EM 10B Carl Zeiss Oberkoclun), em sumentos de
131.000, 142.000 e 309.000 x, no Centro de Microscopia
Eletrbnica da Fundag8Bo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de

Janeiro, RJ.

2.5.1.1 Determinag@io do di&metro das particulas: o

diédmetro das particulas virals observadas em ME, conforme

descrito previamente, foi determinado pela medida das mesmas
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em fotos (aumentos de 131.000 e 142.000) com o auxilio de
paquimetro (mm), sendo o valores convertidos a nm. O
didmetro destas particulas foi entdo calculado pela raz3o
entre as medidas e o respectivo aumento. Os valores obtidos
foram colocados em uma tabela de distribuic#o de frequéncia,
e analisados estatisticamente através da determina¢so do
intervalo de confiangca a 95% para célculo do diametro médio

populacional das particulas.

2.5.2 AnAlise do ARN: o estudo do ARN do VLA-S4 foi
feito peio metodo de separagBo eletroforética em gel de
poliscrilamida (EGPA), pelo sistema LAEMMLI, 1870119, Como
padrdo, utilizou-se o ARN da amostra SA-11 do rotavirus, com
base na média dos valores fornecidos por BOTH e col., 198223

e ESTES & COHEN, 198856,

2.5.2.1 Extragdo do ARN: =a extragéo foi obtida
pelo tratamento de aproximadamente 400 pl do lisado celular
e do sobrenadante com 40 pl  de dodecil sulfato de asédio
(D55} a 10%, em &gua destilada e, apSs uma ligeira agltacgéo,
incubados a 372C, durante 30 min. Acrescentaram-se 400 pl
de uma mistura de partes iguais de cloroférmioc e fenol
redestilado e saturado em dgua. O material foi submetido a
agitagl8o em "mixer'/Vortex durante 10 min a tempersaturs
amblente e, em seguida, foi centrifugado a 3.500 g, durante
10 min, em centrifuga refrigerada Beckman J2-21 (rotor JA-

14). Coletou-8e a fase aquosa e, na maioria dos casce, houve
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a necessidade de diluir a inter-fase com TFS pH 7,6 e
repetir o tratamento com o fenol-cloroférmio, nas condicBes
usadas anteriormente, fazendo~-se uma mistura das fases
aquosas obtidas nas duas extragSes, para a continuidade do
processo. O ARN fol ent3o precipitado mediante a adigdo de
40 pl de NaCl a 20% e 1 ml de &lcool etilico absoluto.
Misturou-se levemente o contetdo dos tubos e colocou-se & ~
20°C, durante 18 h, sendo novamente centrifugado a 3.500 g,
durante 10 min, para que ocorresse a sedimentagsdo do mesmo.
0 sobrenadante foil descartado e o rrecipitado dessecado a
vacuo. Em cada tubo foram colocados 20 p»l de misturs
dissociante, constituida de Tris-HC1 0,5 M pH 6,8, uréia 5
M, 5% de Z-mercaptoetanol , 3% de DSS e 0,01% de azul de
bromofencl, sendo o8 mesmos incubados a 56°C, durante 10 a
15 min78, Volumes de S,Pl das fragdes purificadas foram
tratados diretamente com a mistura dissociante, na mesma
proporg8o e tratamentos indicados para o ARN extraido e

precipitado, isto &, 569C, durante 10 a 15 min.

2.5.2.2 Preparagfio do gel: o gel foi preparado de
acordo com a técnica descrita por HERRING e col., 188278, em
placas de vidro com dimensdes de 9,5 x 9,5 cm, constituindo-
se de um gel separador & 7,5% de acrilamida, partindo de uma
soluglio a 30% de acrilamida e 0,8% ror peso de N,N™ bis-
metlleno-acrilamida em Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8, sobreposto
por um gel concentrador de 3% de acrilamida, contendo Tris-

HC1 0,125 M, pH 6,8, onde 88c feitas as canaletas para
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colocagdo das amostras, sendo polimerizados gquimicamente
pela adigBo de 0,025% por volume de tetrametil-etlleno
diamino (EEMED) e persulfato de'aménio 0,05% (p/v). O tampio
usado na corrida eletroforética contém Tris 0,025 M, glicina
0,182 M e DSS a 0,1%, pH 8,3. A eletroforese fol realizada
nas seguintes condi¢des: corrente elétrica de 20 a 25 mA de
intensidade e B0 a 100 V, durante 1 h e 45 min, a

temperatura ambiente.

2.5.2.3 Coloragdo. do gel: o gel fol corado pela
reaglio de ions pratae, baseado no método SAMMONS modificado,
conforme citag¢8o de HERRING e col., 198278, por fixag#o com
200 ml de solug8o de etanol e 0,5% de acido acético sob
agitagdo leve, durante 45 min, sendo ent8oc submersc em
solugdo de nitrato de prata 0,11 M, sob agitagdo, durante 30
min. A prata fol removida das duas faces do gel ‘por uma
leve lavagem com agua destilada, e a revelacsBo realizada com
solug8o de hidréxido de sédio (NaOH) 0,75 M, contendo 1,9
ml de formaldeido em 250 ml de agua destilada. O
aparecimentc das bandas ocorreu em 10 a 15 min, momento em
gque a reagfo fol interrompida pela transferéncie de gel para

Adcido acético a 5%.

2.5.3 AnAlise das proteinas: o estudo das proteinas do
VLA-S54 foi feito pela andlise das fracdes obtidas na

purificag8o do virus, através de EGPA, seguindo-se o sistema

LAEMMLI®2®, Como marcsadores, foram usadss as proteinas alfa-
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lactoalbumina (PM  14.200), tripsina de soja (PM 24.000),
anidrase carbonica de eritrécito bovino (PM 29.000),
desidrogehaae 3-fosfato, de musculo de coelho (PM 36.000),
ovoalbumina (PM 45.000), albumina bovina (PM 66.000),

fosforilase B (PM §7.400),galactosidase de E. coll (PM

116.000) e miosina de misculo de coelho (PM 205.000).

2.5.3.1 PreparacBio das amostras: um volume de 15

ul de cada uma das fragdes obtidas na purificagdo viral, em

CaCl, foi +tratado diretamente com 20 pl do +tampdo de

emostra, 2 vezes concentrado, contendo Tris-HCl 0,125 M, pH
6,8, 10¥ de Z-mercaptoetancl, 20% de glicerina, 4,6% de DSS
e 0,02% de azul de bromofencl, submetidas a fervura (100=C),

durante 1 min.

2.5.3.2 Montagem do gel: o gel foi montado nasg
mesmas dimensles gque o gel preparado para ARN, constituido

de um gel separador a 12% de acrilamida, contendo 0,30% de

N,N" bis-metileno acrilamida e Tris-HC1 0,375 M, pH 8,7,
polimerizado quimicamente com 0,33% de persulfato de amdénio
e 0,033% de TEMED, sobreposto por um gel concentrador a 3%
de acrilamida com 0,10% de N,N° bis-metileno acrilamida e
de Tris-HCl 0,25 M, pH 6,8, polimerizado guimilcamente pela
adigdo de persulfato de aménio 0.05% e TEMED 0,05%, onde =&oc

feitas as canaletas para aplicagio das amostras. O tampdo

uaado na corrida eletroforética apregenton a mesma

composicdo do utilizado para o estudo do ARN, sendo a mesma
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realizada sob amperagem de 20 a 25 mA, 100 V, & temperatura

ambliente, até que se deu a saida total do corante.

2.5.3.3 Coloragdo do gel: o gel foi corado com
azul de “coomasie” a 0,25%, em s&so0lugdoc de metanocl a 5% e
dcido acético a 10%, durante 2 h, & temperatura ambiente e
sob agitagc8o constante. Em seguida, o mesmo fol submetido a
deacoloragdo com solug8Bc contendo 50% de metanol comercial e
10% de &cido acético glacial, até gque foi possivel a

evidenciagdo das bandas de proteina.

2.5.4 Determinagdo do peso molecular (PM): o PM dos
segmentos do ARN e das proteinas virais foi determinado com
base na mobilidade eletroforética de cada um deles em EGPA.
Determinou-se o PM dos materiais referidos através da
equagdo de regressfio linear, determinada pela relagBo entre
a mobilidade relativa e o logaritmo do PM dos padrdes
utilizados em cada gel, conforme citagdo de BARRADAS,

188318,

2.6 Produgc8ic e padronizag#o do antigeno solivel (AS): o AS
foi preparado a partir do sobrenadante de culturas de
células VERO infectadas com VLA-54, de acordo com técnica
descrita no protocolo de servigo do NADC, 1885148, Este
sobrenadante, em geral em torno de 6 1, foi submetido a

filtrag#o clarificante em filtros de membranas (Millipore -
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Mod.142), montado ~com pré-filtro (AP-25) e membranas de
acetato de celulose com porosidade de B8 jm;  seguido de
filtragdo tangencial pulsante em filtro cassete (Millipore),
usande membransa "Pellicon” com  capacidade nominativa
limitante (CNL) de PM=10.000. Em seguida, este material fol
concentrado pelo sistema de ultrafiltracdo (Millipore),
utilizando-se membrana “Pellicon” com CNL de PM=25.000. O

material resultante foi centrifugado a 100.000 g, durante

1 h, em ultracentrifugs Beckman, rotor-35, sendo por 0Gltimo
filtrado em filtros Swinnex (Millipore), de 45 mm de

dlémetro, com membranas de acetato de celulose, com

porosidade progreseivamente menores (1,2 pms 0,8 pm e 0,45
pm) e tratado com eazida sddica 0,01%. Posteriormente, o AS

foi dividido em aliquotas de 1 ml e conservado a 4°oC. A

padronizac8io do AS foi feita pela reagfo de imunodifus8o em
gel de agar, técnica para a gqual s} me smo ers
deastinadol®3. Foi analisado o perfil protéico e realizado o
teste de lidentidade; a especificidade da proteina e a
avallagdo semi-guantitativa, em compara¢8o com os antigenos
produzidos pelo NADC e rela "Veterinary Disgnostic
Technology, Inc."” (antigeno comercial), adguiridos pelo .

Laboratério Nacional de Referéncia Animal (LANARA), através

do ITICA.

2.6.1 Teste de identidade: s técnica empregsada para o

teste de identidade fol a imunodifusfio radial dupla em gel

de agar (IDGA), introduzida por QUCHTERLONY, conforme
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citagdo de DBIER e col., 198220 e TIZARD, 198518, usando-se
agar a 1% em tampdo Veronal, pH 7,6, sobre lé&minas de vidro
(7 x 3 cm). O gel foi perfurado com molde apropriado, de
modo a obter, apés sucgdo, cavidades com diédmetro de 4 mm,
sendo uma central e seis ao redor, equidistantes entre si.
Fol usado soro anti-VLA como controle positivo (SCP),
colocado na cavidade central e os antigenos padrdes (NADC e
comercial) colocados nas cavidades periféricas,
alternadamente com o AS193, Ag laminas foram deixadas a
temperatura ambiente, em cémara Umida, durante 48 h; en
seguida, processou-se a leitura final, pela observaggo
visual das bandas ou linhas de precipitac8o e interpretagfo
baseada nas reagdes de identidade total, parcial e n&o-

identidade20.103,. 186

2.6.2 Perfil protéico do AS: o perfil protéico do AS foi
obtido através de EGPA, executado de modo semelhante ao do
estudo das particulas virais (item 2.5.3), em comparacsoc com

o8 antigenos do NADC e o comercial.

2.6.3 Especificidade da proteina: a especificidade da
proteina contida no AS, que participa diretamente de reagéo
de imunodifus8o em gel de agar, fol avaliada de acordo com
técnica descrita por ADAMS e col., 18851, A pore8o do gel
contendo a banda de precipitagdo, formada pelo AS e soros de
ovinog e bovinos reagentes para o VLA, foi retirada da

lémina e eBofreu védrias lavagens com TFS, durante 48 h, rara
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remover as proteinas ndo~precipitadas. O agar retirado foi
fundido; a seguir, foi seco a vacuo e o material resultante
foil tratédo com tampdo de amostfa, de modo idéntico ao usado
para as proteinas virais, para ser testadoc por EGPA. O PM
desta proteina foi calculado com base na média dos
resultados obtidos do perfil proteico e da egpecificidade,
onde foram utilizados, como padrdes de PM, a albumina bovina
(PM €66.000) e cadeia pesada H (PM 55.000) e cadeia leve L
(PM 25.000) de imunoglobulina G bovina, de modo semelhante
ac empregado para o8 segmentos do ARN e das proteinas

virais.
2.6.4 Avaliagdo semi—quantitativa:

2.6.4.1 Imunodifusioc radial aimples: realizada de
acordo com técnica descrita por MANCINI, conforme citagdo
de BIER e col., 188220 e TIZARD, 1985188, incorporando-se o
antissoro especifico na diluic8o final de 1/2, em gel de
agarcse em concentragldo final de 1%. Os antigenos, diluidos
em base 2, até a diluig8o 1/8, foram colocados em cavidades
de 4 mm de didmetro, escavadas no gel. O material permaneceu
em camara Umida, & temperatura ambiente, durante 5 dias,
quando se fez a interpretagdop da prova, de acorde com
formagdo de anéis ou halos de precipitag8c. Com base no
diémetro dos halos de precipitac8o formados, fol tracada a

curva de titula¢8o, onde se projetou, na abcissa, as
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dilui¢les dos antigenos e, na ordenada, a medida dos

reapectivos halos de precipitacio.

2.6.4.2 Titulag8o em bloco: este teste sgeguiu o
meamo sistema do teste de identidade, sendo o antigeno, em
dilul¢des de base 2, comecando de 1/1 a 1/8, colocado na
cavidade central frente as diluigdes do SCP, também em base
2, 1/1 a 1/32, no sentido horério. As laminas foram deixadas
em cédmara Umida, & temperatura ambiente, e a leitura final

fol reslizada 48 h apdés a distribuig8io do material.

2.7 Testes sorolégicos: na rresente resquisa foram
padronizadas as técnicas de imunodifusBic em gel de agar e
imunofluorescéncia indireta para deteceSo de anticorpos

anti-~VLA.

2.7.1 Soros de camﬁo: realizaram-se o8 testes
soroloégicos com 180 soros de bovinos, procedentes da regido
de Campinas, Estado de S&o Paulo, e 72 de ovinos procedentes
de diferentes regides, pertencentes a propriedades com ou

gem historico de doenga abortiva.

2.7.2 Imunodifusio em gel de agar (IDGA)
2.7.2.1 Reativos usados na IDGA

Antigeng : foil usada a preparacio soluvel (AS),

produzida e padronizada conforme descritoc anteriormente.
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Sorog-controle positivos (SCP): wutilizaram-se o
5CP de origem bovina (cedido pelo NADC), o soro positivo que
acompanha o antigeno comercial; soros de campo ©om

diferentes niveis de anticorpos e soros de dois ovinos

inoculados experimentalmente. Estes ovinos, gque apresentavam

sorologia negativa para LA, por IDGA, foram colocados em

condig&es de isolamento, inoculados com 104.8DICC 50% /ml,
por via subcuténea e sangrados a intervalos de trés a quatro

dias apés & inoculagdo.

Soros-—controle negatives (SCN): utilizaram-se os

soros de bovinos de animais provenientes do Canadé,_de area

comprovadamente livre da doenca e submetidos a testes prévio

no pais de origem e na chegads 8o Brasil.

2.7.2.2 Realizagdo do teste de IDGA: realizou-se a
prova de acordo com &a descrigdio de JOCHIM & PEARSON,
1979103, em placas de Petri com 90 mm de di&metro, contendo
16 ml de agar Noble, a 1% em tamp8o Veronal, pH 7.6, onde
foram feitas escavagbes com molde apropriasdo, sendo uma
central e pels ac redor, equidistantes entre si, conforme
mencionado anteriormente. Na cavidade central, colocou-ge o
antigeno, e em dolae orificios equidistantes, 0 soro controle
positivo e, nos restantes, o8 soros em exame. A8 placas
permaneceram em incubag8o , em camara umida e temperatura

ambiente, durante 48 h, apbés este tempo, procedeu-se a

leitura final. A banda ou linha de precipitagiioc formada

entre o antigeno e o soro-controle positive foli a referéncia




87

para a leitura do teste, podendo-se observar reacgdes

negativas, fracamente positivas e positivagd4.108,143,

2.7.3 Imunofluorescéncia indireta: a imunofluorescéncia

indireta (IFI) foil realizada conforme técnica descrita poY

JENNINGS & BOORMAN, 1880100, yugsando laminulass com células

VERO infectadas com VLA-54, conforme menciocnado

anteriormente, frente & soros de animais de campo e

conjugado anti~IgG bovina e ovina marcado com isotiocianato

de fluoresceina (ITCF).

2.7.3.1 PurificagBo das imunoglobulinas de bovino:
foi iniciada a partir de 100 ml de soro total coletado de
dois bovinos Jovens e aparentemente em bom estado de agande .

0 poro fol precipitado com sulfato de amonio {((NH4)2504), em

um grau de saturagdo final de 40%, por trés vezes, sendo em
cada uma delas colocado sob agitagdo constante, a 4eC,
durante 2 h. Decorrido este tempo, foi centrifugado a
1.600 g, durante 15 min, em centrifuga refrigerada Beckman
J2-21 (rotor JA-14). 0 sedimento foi ressuspenso em 60 e 40

ml de salina fisiolégica, nas duas primeiras centrifugacdes,

respectivamente, sendo ao final solubilizado em volume de
aproximadamente 20 ml de TFS. Este material fol submetido a
didlise en salina fisiolégica pH 8,0, até demonstrar

auséncia de Iions sulfato no liguido de lavagem, prelo teste

com o reativo de Nessler, de acordo com protocolo do NADC,

188531<28, A amostra foi submetida & centrifugac8o para
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retirada de substancias insoluveis, sendo 4 ml da mesma

cromatografado em coluna de Sephadex G-200, equilibrada e

eluida com TFS 0,056 M, pH 8,0. As dimensBes da coluna eram
de 0 cm de altura x 2,5 cm de didmetro, com volume total de
441,78 ml®C. Amostras de 3 ml foram obtidas em coletor
automético de fragles (marca LKS) e submetidas & leitura em
espectofotOmetro UV, em um comprimento de onda de 280 nm. As
leituras obtidas foram colocadas em um grafico e ag fragles
protéicas testadas por imunoeletroforese. Agquelas contendo
imunoglobulinas da classe @G {IlgG) foram misturadas,
liofilizadas, ressuspensas em 1/5 do volume original e
usadas para produgdo de soroc hiperimune anti IgG bovina,
sendo a concentra¢do protéica calculada pelo método do

biuretoil3,

2.7.3.2 Produg8o de soros anti-soro total e anti-
IgG bovina e ovina: prepararam-se soros hiperimunes anti-
sofo total bovino e ovino e anti-IgG bovina, purificadas
conforme descrito anteriormente, e ovina (Sigma). Oa

antissoros foram produzidos em coelhos adultos Jovens,

higidos, seguindo o mesmo procedimento. Foram inoculados,
aproximadamente, 40 mg de proteina distribuidos em quatro
inoculacles, a intervalos semanais, por via intra-dérmica,
com 0,1 ml por ponto de inoculaglo. A primeira inoculagdo
fol feita com o material emulsificado em adjuvante completo
de Freund e, as subsequentes, em adjuvante incompleto de

Freund. Realizou-se a sangria 7 dias &apds a 1ltima
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inoeculagdo, ¢ o0 soro obtlido fol conservado a -200C, até é
realizagdo do controle de egpecificidade (R.RANGER &
G.M.BROWN, 1887 - protocolo interno do NADC).

E

2.7.3.3 Controle de especificidade dos antissoros:
a imunoeletroforese, técnica idealizada por GRABAR &

WILLIAMS, conforme citagdo de BIER e col., 198220 e TIZARD,

18856188, foi realizada em gel de agar a 1% em tampdo
Veronal-acetato de sdédio 0,01 M, pH 8.6, (Difco). Os
antigenos, soro total bovino ou ovino, fracBes protéicas

obtidas em Sephadex G-200 e IgG ovina (Sigma), foram

colocados em cavidades feitas no gel e submetidas & uma
corrente elétrica de 6 mA/cm de gel, 100 V, durante
aproximadamente 3 h. Apdés este tempo, foram cortadas
canaletas laterais e colocados os antissoros totais e os

anti-IgG das= duas espécies animais. As laminaa' foram

deixadaa em clmara Gmida, & temperatura ambiente, durante um

periodo de 24 a 48 h, quando se procedeu a leitura final.

2.7.3.4 Purificagdo dos antissoros: uma aliquota
de 10 ml de cada um dos antissoros (anti IgG bovina e ovina)
fol clarificada por centrifuga¢lo a 1.400 g, durante 10
min, em centrifuga refrigerada International PR 6 (rotor
268). Igual wvolume de 8solugdo saturada de (NHa)=280« fol

adicionado, wvagarosamente, 80 Boro dos coelhos, sendo

levados, entdo, = &4 geladeira, sob agitacdo, durante 20 min.

Apés centrifugagdo a 1.800 g, durante 15 min, o sedimento
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foi lavado em solugio de (NH4)2S0« a 50%, e novamente

centrifugado a mesma veloci@ade, sendo o ©Pprecipltado

ressuspenso em 4 ml de TFS, dialisado contra o mesmo tamp#io
e centrifugado a 1.400 g, nas condigfes mencionadas
anteriormente (C.ROMERO, 1987 - Protocolo interno do Centro
Nacional de Suinos e Aves, Conc6érdia/SC). Este material foi
cromatografado em coluna de DEAE-Sephadex A-50, medindo 32 x
1,2 om, eluida e eguilibrada em TFS, pH 6,688. As fragfes
foram coletadas e submetidas a processamento semelhante ao
seguido para as fracdes obtidaa em Sephadex G-200, sendo as
IgG de coelhos anti-IgG de bovino ou de ovino utilizadas

para preparagio dos conjugados para IFI.

2.7.3.5 Marcacé8o das 1gG de coelhos com
isotiocianato de fluoresceina {ITCF): o contetdo protéico de
cada uma das prepara¢des (Ig3 de coelho anti-IgG bovina e
ovina) foi ajustado para 20 mg de proteina/ml, sendo as
mesmas alcalinizadas com tamp3c carbonato/bicarbonato, pH
89,5 e imediatamente dialisadas em banho de TFS, adicionado
do mesmo tamp8o contendo 0,20 mg/ml de ITCF (Sigma), em um
volume de 10 vezes o volume de proteinas a ser dialisado,
conforme indicagao do NADC, 18851«8, O material foi
mantido em didlise, sob agitagéo lenta, a 4°C, durante 18 h
e, posteriormente, A& temperatura ambiente por 2 h . Apds
este tempo. fol colocado em banho de TFS, pH 7,6 gelado, em
repouso por 2 h, e lavados exaustivamente no mesmo tamplio a

4°C ,80b agitagiio. 0 excesso de fluorocromo livre foil




61

retirado em coluna de Sephadex G-25, medindo 32 x 1,2 cm,
equillibrada ¢ elulda com TFS, pH 7,6%312, Os conjugados anti-
IgG bovina e ovina assim obtidos, foram divididos em
aliguotas de 0,4 ml e estocados a ~70°C, para usoc

subseguente.

2.7.3.6 Titulag8o dos conjugados para IFI: os
titulos dos conjugados santi-IgG bovina e ovina foram
determinados por titulacéo em. bloco. Células infectadas,
fixadas em laminulas com ﬁétanol ¢ acetona, foram recobertas
com 25 nl de soros bovino e ovino positivos e negativos para

VLA, nas diluig¢Bes 1/10, 1/20 e 1/40 em TFS, incubadas a

37=C, durante 45 min e submetidas a tfés lavagens de 5 min
com TF5 gelado. Em seguida, as laminulas foram recobertas
pelasg dilui¢des 1/10, 1/20, 1/30, 1/40, 1/50, 1/60 e 1/80 do
respectivo conjugado, anti-IgG bovina ou ovina, marcado.
Apbs a incubagloc a 379C, durante 45 min, foram realizadas
trés lavagens de 5 min, com TFS, e a montagem feita em
lamina com glicerina tamponada (pH 7,5) e leitura em
microscopio de fluorescéncla Zeiss, c¢om sistema de epi-

iluminacdo.

2.7.3.7 Realizac¢do da IFI: todos os soros de campo
e dos ovinos inoculados experimentalmente foram estudados
nas diluigdes 1/5 e 1/10 em TFS, pH 7,6. As células
infectadas, fixedas conforme descritc anteriormente foram

incubadsas com 25 pl das diluigdes de soro a 37=C, durante
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45 min e lavadas treg vezes com TFS, a 5 min de intervalo.
As preparagdes foram, ent8o, incubadas com conjugado, anti-
IgG bovina ou anti-IgG ovina, diluidos em TFS, a 37<C,
durante 45 min, antes Idas trés lavagens de 5 min, com ©
mesmo tamp8o. As laminulas foram montadas em glicerina

tamponada e examinadas em microscépio de fluorescéncia.

2.7.4 Analise estatistica: com os resultados da pesquisa
de anticorpos anti-VLA pelas ﬁécnicas de IDGA e IFI, foram
calculadas a sensibilidade (8), a especificidade (E), os
valores preditivos positivo (VPR+)e negative (VPR-). Foi
também avaliada a concordéncia (C) e aplicado o teste de
agsociacdo de Yule, ao nivel de rejeigdo de alfé = 0,05 (=2
= 3,84), segundo BERQU6 e col., 1898119, para verificar &
assocciag8o entre as duas técnicas. 0 procedimento
eatatistico baseocu-se na estimativa por intervalo das
verdadeiras proporgdes de S, E, VPR+ e VPR- para limites de
confianga iguais a 95%98. Na determinag¢fio do Coeficiente de
Yule para verificar o grau de assoclagio entre as provas de

iFI e 1IDGA, para soros de bovinos e ovinos, e no Teate "Z°"

para duas proporeoes com aproxima¢do normal para constatar
a possivel existéncia de diferengas entre os resultados
obtidos em bovinos e ovinos, considerando os diferentes
parametros de validag8o da prova de IFI®S_. Adotou-se, como
nivel de rejeigdo alfa, 0,05 e, o valor critico de "Z" de

alfa, 1,986.
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3 RESULTADOS

3.1 Cultura de células

As células BHK-21, clone 13, apresentaram
metabolismo celular acelerado = as células VERO,
comparativamente &s da linhagem BHK, mostraram menor grau de
crescimento, sendo necessirio um maior nimero de células
para a obtengdo de um tapete celular confluente, em um mesmo
periodo de 48 e 72 h, parametro gue serviu de base para as

pemeaduras subsequentes.

3.2 Adaptagéo da cepa viral
A adaptagBo da cepa do VLA-54 ocorreu apds
duas passagens na linhagem BHK-21, clone 13. Na primeira
passagem, ndo houve altera¢do perceptivel ao MI, durante um
periodo de aproximadamente 86 h. Na segunda passagen
observou-ge o iniclio do ECP, com arredondamento celular
caracteristico e descolamento da monocamada, em torno de 72
a 96 h. Considerou-se, neste momento, que a cepa viral
estava adaptada as condigles do laboratdério.
Procedeu~ge & mais uma passagem nesta mesma
linhagem celular, em garrafas tipo rolantes, constatando-se
que o ECP tornou-se evidente e o descolamento celular também

ge deu em 72 a 896 h.
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3.2.1 Titulos infecciosos
As "sementes” wvirais apresentaram +titulos

infecciosoé que variaram de 103.8 a 105.8 DICC 50% /ml, em

células VERO, preparadas em mlicroplacas de poliestireno.

3.2.2 Efeito citopatico
A multiplicidade wviral foi observada pelo

acompanhamento do efeito citopatico. As figuras 2 a B

mostram células VERO ndo-~infectadas e infectadas, apds 24,
48 e 72 h, fixadas com Bouin e coradas com Giemsa.

As células ndo-infectadas estio distribuidas

em monocamada relativamente homogénea e mostram aspecto
tipico de c¢células epiteliais, nitcleo proeminente, nucléoclo
viaivel e algumas apresentam pequenos vacuolos (Figuras 2a e

2b), compativel com a linhagem. Apés 24 h de infecqg8o, as

células sofreram um leve processo de retra¢30 e
arredondamento, surgindo agrupamentos celulares gque levaram
& formagdo de espagos entre as mesmas (Figuras 3a e 3b),
procesao este que fol mais acentuado as 48 h pds-infecedo,
Quando houve um nitido aumento da vacuolizagdo
citoplasmética e do volume do nucleo celular (Figurss 4a e
4b). Com o avango da infec¢8o viral, o efeito citopético se
estende a todo o tapete celular e, as 72 h, observam-se
predominantemente nlcleos soltos e picnéticos, corddes
citoplasmaticos finos, e células com aspecto fusiforme e
egtrelado, e destruigdo citoplasmatica que culmina com a

morte celular (Figuras 5a e Bb),.
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FIGURAS 2-3: Células VERO fixadas em Bouin e coradas com
corante de Glemsa.

FIGURAS 2a, 2b: Células ndo-infectadas, aumentos de 160 e
640 x, respectivamsnte

FIGURAS 3a, 3b: Efeito citopatico provocado pelo VLA-54 em
células VERO, apds 24 h de infec¢Ho viral, aumentos de 160 e
840 x=, respectivamente.




FIGURAS 4-5: Células VERDO fixadas
corante de Gliemsa.

FIGURAS 4a, 4b: Efeito citopéatico
células VERO, apds 48 h de infeccdo
840 x, respectivamente.

FIGURAS 5a, 5b: Hfeito citopatico
celulas VERD, apds 72 h de infecq8o
840 x, respectivamente.
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3.2,3 Suspensdes virulentas

As suspens8es virulentas pPreparadas em
células VERO, conforme descrito no item 2.4.3., apresentaram
rendimento satisfatério e os seus titulos wvariaram entre

108.4 ¢ 105.8 DICC50% /ml.

3.3 Purificagso viral

Na primeira ultracentrifugagdo em CaCli,
formou-se uma larga faixa no centro do tubo, de aspecto
turvo, contendo o material viral e, ainda, componentes
celulares, demonstrados atraves do céalculo de densidade e
andlise de ARN e proteinas de cada uma das fragodes. Esta
faixa turva correspondia 48 fracgles 3, 4 e 5. Apdés a
centrifugagio do material deata regific e uma segunda
ultracentrifugagéo em CsCl, obteve-se uma banda fins,
aproximadamente na regifio média do tubo, onde foi
demonstrada a presenca de particulas virais através de ME e
eletroforese das fragdes individuais. Tal banda, eguivalente
s fragdes 5 e B, avaliada através de espectofotometria UV,
mostrou absorbancia de 0,987 e 1,291, a 260 e 280 nm,
respectivamente, que correspondem a um rendimento de 0,24 mg
de proteinas/ml.

Pelo célculoc da densidade das fragee, e por
comparagédo com o valor de densidade do VLA (1,36 - 1,39

g/cm3), citado na liter&tura34s33fl7°-l72, pPOde-se asggociar
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& presency do wvirus as fragdes 3-4-5, na 1s.
ultracentrifugagio (densidades 1,407; 1.,368; 1,321,
respectivamente), e &s fragdes 5-6, na  28-
ultracentrifugagioc (densidades 1,384; 1.,375).

A figura 6 mostra um grafico onde sBe
relacionam as fragBes e os valores de densidade, calculados
conforme o item 2.5.2 de Material e Métodos, evidenciando-se

uma rels¢do linear entre estes parémetros.

3.3.1 Microscoplia eletrénica
A observagd8o do VLA-54 purificado ac ME

rermitiu a constatagdo de particulas cheias, n#o penetradas

rpelo corante, rarticulas parcialmente penetradas e
rarticulas vagias, renetradas pelo corante. As particulas
virais, due ge apresentaram sob a forma aproximadamente

arredondada, guando submetidas ao tratamento rapido com AFT
(Figura 7a) mostraram um didmetro médioc de 54,991 0,12 nm
(Tebela 1). Tais particulas, quando submetidas ao tratamento
com AFT durante 30 s (Figuras 7b e 7c¢), perdem sua capa

externa, expondo o micleocapsideo viral, e apresentam um

diémetro médioc de 49,68 20,08 nm (Tabela 2).
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FIGURA 6: Densidade das frag¢des obtidas na purificagio do
VLA-54, em duas ultracentrifuga¢des em gradiente de CsCl
(Tris/HC1l-Ca+2, pH 7,2).

I = fracdo inferior

S = fra¢8o superior
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FIGURA 7: Microscopia eletrdnica de particulas do VLA-54,
coradas negativamente pelo AFT a 2%. FIGURA 7a: AFT réapido.
(sumento = 131.000 x). Notam-se particulas chelas, né&o
penetra.das pelo corante, particulas parcialmente penetradas
e particulas wvazias, penetradas pelo corante. O diémetro
médio destas particulas é de aproximadamente 55 nm. FIGURA
7p: AFT 30 s (aumento 142.000 x). Notam-se particulas um
pouco menores gue as da figura b5a. Trata-se de particulas
sem & c<capa externa (nucleocapsideo exposto), que medem em
nédia, 49 nm. FIGURA 7c: Nucleocspsldeo viral (aumento =
309.000 %), correspondente & figuras 7b.
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TABELA 1: Dispetro do VLA-S4, determinado em microacédpio
eletrdnico EM 10B Carl Zeiss Oberkoclun a aumento de 131.000
X

Namero de particulas Di&metro (nm)
3 ' 48,09
6 49,63
10 51,91
18 54,96
i3 57,25
B 58,02
4 59,54
3 61,07
n = 63
X = B4,99 g8e = (0,20 8 = (0,44 B8x = 0,08
IC = ®Tt.8x = 54,99f 0,12, para t(62) = 1,96
n = nomero total de observagdes
X = média
82 = variancia
8 = desvio padrio
Bx = erro padr#o da média

t (6Z2) = valor tabulado para alfa = 0,085, com n-1
grasus de liberdade
IC = intervalo de confianca
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TABELA 2: Diametro do nucleocapsideo do VLA-54, determinado
eletrénico EM 10B Carl Zeiss Oberkoclun a
aumento de 142.000 x

em microscodp

io

Nimero de particulas

Digmetro (nm)

2 42,96
5 45,07
g 47.18
18 49,30
21 50,70
10 51,41
7 52,82
1 53,52
n = 71
x = 49,68 g9 = 0,11 s = 0,33 a8x = 0,04
IC = X*t.sx = 48,681 0,08, para t(70) = 1,96
n = NUpero total de observagdes
X = média
82 = varifncia
8 = desvio padrio
s% * erro padrio da média
t {70) = velor tabulado para alfa = 0,05 com n-1
graus de liberdade
IC = intervalo de confianga
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3.3.2 Analiae do ARN

0 perfil eletroforético do ARN do VLA-54,
determinado através de EGPA, é mostrado na figura 8, onde se
obgerva claramente a presenca de dez segmentos. 08 PM destes
segmentos foram determinados através da equagido de regressio
linear (Figura 8), pela média de duas repetigles e variaram
de 2,82 x 108 d (segmento 1) a 0,49 x 108 d (segmento 10},
conforme mostrado na tabela 3, com uma massa total de 15,81

x 108 d.

3.3.3 Anadlise das proteinas
A analise eletroforética das fragdes

coletadas ao final do processo de purificagdo permitiu

detectar sete proteinas (Figura 10). Os PM destas protelnas,
calculados através da eguagdo de regressfo obtida a partir
dos valores do logaritmo do PM das proteinas padr8es {(Figura
11), variaram de 103,68 x 103 4 (VP1l) a 30,24 x 103 d (VP7),
com massa total de 419,060 x 108 d. 0Os valores de PM
referidos na figura 10, correspondem & média de trés

repeticdes.
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FIGURA 8: Perfil eletroforético do ARN do VLA-S4, coluna b
(segmentos de 1 a 10, de cima para baixo) e da amostra SA-11
do rotavirus, coluna a (segmentos de 1 a 11, de cima para
baixo). Gel de poliacrilamida a 7,5%, corado pela reaglo de
iona prata. As trés colunas semelhantes & coluna b,
inclusive esta, referem-se as fragSes 5-6-7-8, coletadas
apose a segunda ultracentrifugagdo em CaCl.
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FIGURA 9: Calculo do peso molecular (PM) dos segmentos de
ARN, correspondentes & figura 8
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TABELA 3: . Peso molecular (PM) dos segmentos do genoma do
VLA-S4 e da amostra padr8c SA-11 do rotavirus, determinados
com base na mobilidade eletroforética em EGPA e pela equagdo
de regressio linear, correspondente as figuras 8 e 8,
respectivamente

PM x 108 d
Segmentos
{N©o-) SA-11 do rotavirusx VLA-54
1 2,54 2,92
2 2,23 2,87
3 2,00 2,84
4 1,86 1,59
5 1,41 1,38
6 1,12 1,32
7 0,82 0,87
8 0,80 0,78
9 0,78 0,75
10 0,50 ‘ 0,48
11 0,40 -
Total 14,65 15,81

¥ Qg valores do PM do SA-11 foram calculados pela média dos

valores fornecidos por BOTH e col., 108223, e ESTES & COHEN,
198968,
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FIGURA 10: Eletroforegrama referente a eletroforese das
proteinas do VLA-S4 em gel de poliacrilamida a 12%, com DSS
0,1% e realizada a 20 mA e 100 V, durante 3:30 h.
Colorag8o: azul de ''coomasie” ‘
Amostras aplicadas:

a,b: mistura de padrfes (PM indicados entre parénteses)

a: mistura de padrdes miosina de musculo de coelho
(205.000 d); ©beta galactosidase de E.coli (116.000 d);:
fosforilase B (97.400 d); albumina bovina (66.000 d);
ovoalbumina (45.000 d) e anidrase carbdnica de eritrécito de
bovino (28.000 d)

b: mistura de padrdes albumina bovina (66.000 d);
ovoalbumina (45.000 d); desidrogenase 3 foafato de masculo
de coelho (36.000 d); tripsina de soja (24.000 d); alfa
lactoalbumina (14.200 4)

c¢: protelnas virais. As duas colunas correspondem &s fracSes
5-6, coletadas apds a 2&- ultracentrifuga¢do em CsCl.
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do VLA-54,
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3.4 Antigeno solivel

Durante a primeira fase de produgdo de
antigeno soluvel, utilizando-se o] sistema cassete
(Millipore), o mesmo sofreu uma concentra¢fo de cerca de 100
vezes em relagd8o ao volume inicial. Na segunda fase, usando
ultrafiltragdo de membrana, a Vreducéo foi de 2 vezes, e o
volume final de antigeno, 30 ml, representando 0,5% do

volume inicial de prepara¢8o antigénica.

3.4.1 Teste de identidade

A figura 12 mostra um esguema da reacdo de
imunodifus&o dupla em gel de agar, realizada com os
antigenos padrdes (NADC e comercial) e o AS, frente ao soro-
controle positivo. A identificag8io de uma tnica linha de
precipitagdo, nitida e confluente, indica gue ha uma relagéo

de identidade total entre os trés antigenos.
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FIGURA 12: Esquema da reacdo de imunodifusdo dupla em gel de
agar - Teste de identidade

OC (orificio central): soro controle positivo

Orificios 1 e 4: antigeno do NADC

Orificios 2 e 5: antigeno soluvel (AS)

Orificioes 3 e 6: antigeno comercial (CoM)
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3.4.2 Perfil protéico do AS

Na figura 13. observam-se o8 prerfis
eletroforéticos dos antigenos padrBes e do AS, que se
apresentam semelhantes. Pode-se observar a predominéncia de
duas Dbandas protéiéas, presentes nas trés preparagdes

antigénicas, sendo uma superior mais intensa e outra mais

fraca.

3.4.3 Especificidade da proteina

O material, coletado a partir da banda de
precipitagdo formada entre o AS e o soro de ovino, inoculado
experimentalmente com o VLA S4, e o de bovino, por IDGA,
demonstrou a presenga de uma Gnica banda protéica (Figura
14), que se apresentou muito semelhante & banda proteica
principal do AS. O PM desta proteina foi calculado, em
relag8o ao dos padrdes utilizados e o valor determinado foi

de aproximadamente 60,00 x 108 d (Figura 15).
3.4.4 Avaliag¢do semi—quantitativa

3.4.4.1 Imunodifus8o radial simples

A figura 16 mostra um desenho esquematico da
reagdo de Mancini, comparando os antigenos padrdes e o AS,
em diferentes dilui¢des, frente ao soro-controle positivo

diluido a 1/2.




Q0 AS apresentou uma poténcia relativa
ligeiramente superior & do antigeno do NADC e igual a do
antigeno comercial, que apresentaram retas Justapostas na

curva de titulag8o, conforme mostrado na figura 17.

3.4.4.2 Titulacéo em bloco

Un  desenho esquematico da reagdo de
"OUCHTERLONY", onde se observa diferentes diluic¢des do AS
frente a diferentes dilui¢des do soro-controle positivo,
estd sendo mostrado na figura 18. A diluicfo 1/4 foi a que
apresentou menor concentrag¢doc de antigeno capaz de reagir
com concentragdes minimas de antissoro e o titulo de uso do

AS fol determinado como sendo a diluigdo 1/2.
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H(lg G, bov.)

Lilg G,bov.)

FIGURA 13: Perfil protéico do Antigeno solavel (AS).
Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, com DSS 0,1% e
realizada a 25 mA e 100 V, durante aproximadamente 3:30 h.
Coloragdo: azul de “"coomasie”

Amostras aplicadas =z

a, b: proteinas padrdes, cadeisa pesada (H) e cadeia leve (L)
de imunoglobulina G (IgG) bovina

c: antigeno do NADC

d: antigeno comercial

e: antigeno solivel (AS)
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PM x 103 d

H{lgG,bov.)

L{lgG,bov.)—

FIGURA 14: Eletroforegrama do antigeno soluvel (AS) e do
material coletado a partir da banda de precipitagdo formada
em IDGA.

Amostras aplicadas:

Padrdes de peso molecular (PM indicadoes entre parénteses):
"a: cadeia pesada (H) (PM 55.000 d) e cadeia leve (L) (PM
25.000 d) de imunoglobulina G (IgG) bovina

b: material proveniente da banda de precipitagdo formada
relo AS e o0 soro de ovino (inoculado experimentalmente com ©
VLA-S54).

c: material proveniente da banda de preciritagdo formada
relo AS e o soro-controle positivo de origem bovina.

d: antigeno soluvel (AS)

e: albumina bovina (PM 66.000 d)
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FIGURA 15: Calculo do peso molecular da proteina do antigeno

soluvel (AS),
figura 14.

correspondente ao eletroforegrams mostrado na
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FIGURA 16: Esquema da imunodifus&o radial simples de
Mancini, mostrando o diametro dos halos de precipitagéo
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formados pelos antigenos do NADC, antigeno esoluvel (AS) e

antigeno comercial (COM), nas diluig¢des 1/1 a 1/8 (base 2),
frente ao soro-controle positivo (diluie&o final 1/2).
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'FIGURA 17: Curva de titulacdo, tragada com base nos valores
dos diémetros dos halos de precipitacdo formados pelos
antigenos do NADC, AS e COM, correspondentes & figura 16.




FIGURA 18: Esquema da titula¢@o em bloco do antigeno soluvel
(AS) nas diluigdes 1/1 a 1/8 (base 2) frente ao 8oro
controle positivo, nas diluig¢bes 1/1 a 1/32 (base 2) en
imunodifusdo radial dupla em gel de agar.
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3.5 Testes sorologicos

3.5.1 Imunodifusdo em gel de agar

0O teste de IDGA aplicado a 262 amostras de
soros de campo, 180 de bovinos e 72 de ovinos, apresentou os
resultados mostrados na tabela 4. As reagdes observadas
puderam ser divididas em reag¢Bes positivas, fracamente
positivas e negativas, porém visando gimplificar a
apresenta¢do dos resultados , tanto as rea¢des positivas
como a8 fracamente positivas foram denominadas apenas

positivas (Tabela 4).

3.5.2 Imunofluorescéncia indireta

3.5.2.1 Purificag¢éio das imunoglobulinas de bovinos:

O perfil de eluigdo das proteinas séricas
de bovinos obtidas em Sephadex G-200, apdés precipitacdo com
sulfato de aménio, é mostrado na figura 19, onde se
evidencia a existéncia de 3 picos. As fragdes que
determinaram os picos I, Il e 1III, gquando estudadas por
imunoeletroforese, mostraram &a presenga de imunoglubulinas
da classe IgM e a proteina alfa  macroglobulina,
imunoglobulinas das classes IgA e IgG e exclusivamente 1gG,
respectivamente.

As fragBes -~ que determinaram o pico III,
obtidas em duas cromatografias em OSephadex G-200, foram

utilizadas para a preparagdo do soro hiperimune.
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3.5.2.2 Pﬁoduc&o, purificacgdo e marcagdo das IgG de coelhos

Ap6s a preparagdo dos antissoros de coelhos
anti-IgG de bovinos e ovinos, as IgG de coelhos, separadas
por DEAE Sephadex A-50, foram eluidas e a concentragéo
protéica final das amostras fol ajustada para 20 mg/ml, para
0 preparo do conjugado.

Os conjugados obtidos a partir da marcagdo
das 1gG de coelhos anti-IgG de bovinos e de ovinos com ITCF,
gquando titulados, mostraram valores de 1/60 e 1/70,
respectivamente. Estes titulos representaram as maiores
diluig¢des de conjugado gue proporcionaram fluorescéncia

especifica e nitida.

3.5.2.3 Reacdo de imunofluorescéncia indireta

A reagéo de imunofluorescéncia indireta,
realizada em células VERO cultivadas em laminulas coletadas
48 h pés-infecqdo, estd sendo mostrada na figura 20. A
fluorescéncia foi intra-citoplasmatica e, em algumas
células, observada apenas na membrana celular.

A tabela 5 mostra os resultados obtidos pela
aplicag8o do teste de IFI a 262 amostras de soros de campo,

sendo 190 de bovinos e 72 de ovinos.




TABELA 4: Resultados obtidos pela aplicagdo da IDGA em soros
de bovinos e ovinos no diagnéstico da LA

NO- de soros testados

IDGA
Bovinos Ovinos Total
Positivo 96 38 134
Negativo 94 34 128

Total 190 72 262
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FIGURA 19: Perfil de eluigdo das proteinas séricas de
bovinos por cromatografia em Sephadex G-200 (TFS 0,05 M, pH
8,0, em coluna de 90 x 2,5 cm) ap6s precipitagdo com sulfato

de amonio a 40% (3 x).




FIGURA 20: Padréo de fluorescéncia mostrado por
imunofluorescéncia indireta (IFI) em células VERO infectadas
pelo VLA-S4.
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TABELA 5: Resultados obtidos pels aplica¢8o da IFI em soros
de bovinos e ovinos para diagnéstico da LA

Ne- de soroe testados

IFT
Bovinos Ovinos Total
Positivo 98 39 137
Negativo 92 33 125

Total 1390 72 262
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3.5.3 Analise estatistica dos dados sorolégicos

A tabela 6 foi elaborada a partir dos dados
contidos nas tabelas 4 e 5 visando comparar a prova de IFI
com 0 meétodo-padrdo, IDGA, considerando os soros de bovinos
e ovinos. Com base nestes resultados, foli determinado o
Coeficiente de Yule, o gual registrou associagdo de elevada
intensidade entre ambas as provas, tanto no gue concerne aos
soros de Dbovinos (98,77%), quanto aos soros de ovinos
(87,74%).

A partir dos valores referidos na tabela
anterior, determinaram-se os graus de S, E, VPR+ e VPR~ da
prova de IFI, bem como o grau de C entre as duss provas,
para ambas as especies animais, originando-se a tabela 7.

A andlise da tabela 7 permite constatar que
o8 valores dos parémetros de validagd3oc da prova de IFI s8o
elevados, situando-se, para soros de bovinos, acima dos 91%,
e dos 88%, para os soros de ovinos. Por outro lado, a
comparagdo dos valores dos diferentes parémetros de
validagdo da IFI, através do Teste "Z", para duas proporg¢des
com aproximagdo normal, nédo registrou qualquer diferenga
estatisticamente significante ao nivel de rejeig8o adotada,

igual a 5¥%.




Na tabela 8 estfo expressas as verdadeiras
proporedes de S5, E, VPR+, VPR- e C para os Limites de
Confianga iguais a 95%. Para os soros de ambas as espécies
animais em estudo, a prova de IFI registrou valores elevados
para os diferentes par&metros analisados, situando-se todos

o8 limitss minimos acima de 80%.
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TABELA 6: Resultados das provas de IFI e IDGA obtidos em
soros de bovinos e ovinos, segundo as espécies animais e os
tipos de reagdo

IFI

IDGA Bovinos Ovinos

+ - T + - T
Reagente 90 6 96 35 3 38
Nao-reagente 8 86 94 4 30 34
Totais 98 92 180 39 33 72
+ = Reagente ou positivo
- = N&o-reagente ou negativo
T = Total




TABELA 7:

IFI,

em

Valores dos

espécies animais em estudo

Bovinos Ovinos
PARAM
% %

S 93,75 92,11
E 91,49 88,24
VPR+ 91,84 89,74
VPR~ 93,48 50,891
C 82,63 80,28
PARAM = Parémetros
S = Sensibilidade
E = Especificidade
VPR+ = Valores preditivos dos

pogitivos
VPR- = Valores preditivos dos

negativos

C = Concordéancia
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parémetros de validag3o da prova de
relagdo ao método padrdo de IDGA,

segundo as

regultados

resultados




TABELA 8: Propor¢8es dos par@metros de validag8o da prova de
IFI, em comparag8o com o método padrdo IDGA, para os Limites
de Confianga iguais a 95%, segundo as espécies animais

99

BOVINOS OVINOS
PARAM

% %
S : 90,31 :—--—-—: 97,19 85,88 1--——-: 98,33
E 87,52 :=———-: 95,46 80,79 :-———-: 95,68
VPR+ 87,94 :~~———: 95,73 82,74 :—————: 96,75
VPR- 89,987 :———--: 96,99 84,27 :--——-: 57,55
C - 88,91 :1—~—--: 96,35 83,44 :————-: 97,12

PARAM = Parametrgs
S = Sensibilidade
E = Especificidade
VPR+ = Valores preditivos dos resultados positivos
PR- = Valores preditivoes dos resultados negativos

\'j
C Concordéncia
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4 DISCUSSAQ

As linhagenskBHK~21 e VERO sdo freguentemente
utilizadas, como padrdo, em trabalhos com o VLA, sendo que a
linhagem VERO é a mais utilizada para ensaios em places e de
titulacao viral®21.81.96,112,1168,130,147,177 .

Os dados existentes na literatura, sobre a
replicag8o do VLA, divergem no que diz respeito ao
comportamento deste virus‘ em diferentes substratos
biolégicos wutilizados para a sua propagacdo=<l.31, Ag
principais variagdes descritas estdo relacionadas ao grau
de replicag¢8o e titulo wviral obtidos, ao tipo de amostra a
ser coletadall®.145  ap tratamento mais adequado do material
a ser inoculado®1.73.118, 3 guantidade de indéculo e a
patogenicidade da cepa viralll®.145_  Qutras varia¢les podem
estar relacionadas & sensibilidade dos cultivos celulares,
em fungdo da dgua utilizada na preparagido dos meios de
cultura, composigdo salina basica dos meios e suplementacdo
com uma variedade de sorog31:118,145,176,

Na opinid@o de diversos autores, as variagdes
referidas rodem ser influenciadas pela presenga
de eletrélitos®1.118 ou de receptores celulares
apropriadosl?7, gue poderiam facilitar a ligag8o do VLA as
células, favorecendo deste modo & sua replicacgdo.

Entre os fatéres que poderiam diminuir a
eficiéncia da replicagdo viral nos varios substratos

biolégicos, s8o citados na literatura: a presenga de
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inibidores da atividade viral, tais como os anticorpos
especifjcos, provavelmente produzidos em resposta a infecgéo
transplacentéria relo VLABS.117,122, e presenga de
inibidores de origem desconhecida, gque foram descritos pela
primeira vez por PINI e col., em 1966145, ¢ mais tarde por
BLANCHARD-CHANNEL e STOTT, em 198921 a  produgo
de particulas virais defectivas interferentes e,
secundariamente, a produgdo de interferon referidas por
McPHEE e col., em 1982130,

Os resultados apresentados neste trabalho
indicam que & amostra do VLA-S4 usada, por tratar-se de uma
cepa ja adaptada a cultivos celulares, foi introduzida
facilmente na rotina laboratorial apdés duas passagens
sucessivas em células BHK. No entanto, os baixos valores
obtidos nas titulages virais, levando & necessidade de
grande volume de inéculo, podem ter sido influenciados por
um ou varios dos fatores citados anteriormente.

Em relagdo ao efeito citopético, o8
resultados obtidos foram compativeis com a orientag8o do
NADC148, que considera 72 h o tempo 6timo de descolamento do
tapete celular, quando o ECP deve ser igual ou superior a
80%, embora, em algumas ocasides, o tempo de incubag8o tenha
se estendido para 96 h, sendo encontrados, na literatura,
citagdes de tempo de incubagdo até maiores que este, em
trabalhos de infec¢do pelo VLA73.177,

As modificacBes da morfologia das células

infectadas, observadas 80 microscépio comum, foram




Parémetros uteis para o controle do ECP e preparagio das
suspensdes virulentas.

0 acompanhamehto do ECP, no presente estudo,
demonstfou concordéncia com as alteragdes celulares
descritas por HAIG e col., 195678, e LIVINGSTON e col.,
1972114, que encontraram, nos estagios iniciais, focos
primérios de atividade viral, caracterizados pela presenca
de células ou pegueno nimero de células agrupadas, evoluindo
com distintos graus de retragdo, seguidos de perda da forma
original, formag8o de agrupamentos maiores e inicio de
descolamento do tapete celular, na fase intermediaria.

O citoplasma apresentou aspecto granular,
padr8o também demonstrado por imunofluorescéncia 82,100,182
descolamento progressivo da monocamada e alongamento de
células, nos estagios mais adiantados do processo. Tal
resultado & compativel com as informacdes de CASTRO e col.,
em 198937, que também encontraram células com
prolongamentos, no final do processo de replicacio, gquando
testavam a susceptibilidade de uma linhagem celular -
originéria de lingua de feto ovino - a varias cepas do VIA.

A purificag8o do VLA constitui uma grande
limitagdo para o estudo deste virus e, conseguentemente, da
doenga. Estas dificuldades estdo associadas, principalmente,
'é forte tendéncia de as particulas virais se ligarem aos
residuos celulares, dificultando a 8ua =aeparagdo e a

purificag8o, e & instabilidade relativa das mesmas, gquando

purificadasllz » 128,134,188, 170 .
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Estes obstaculos explicam o fato de que as
primeiras tentativas de purificagdo do VLA ‘realizadas por
POLSON, em 1948, e por OWEN & MUNZ, STUDDERT, PANGBORN e
ADDISON, em 1966, citados por HOWEL & VERWOERD, 187188, né&o
terem conduzido a resultados satisfatérios.

A extrag8o0 de particulas virais, a partir do
sedimento de culturas celulares infectadas, foi introduzida
por VERWOERD, em 1969179, guando demonstrou gque B0X% da
infectividade viral estava assoclada ao material que
permanecia ligado as células, metodologia esta que vem sendo
utilizada até o momento. O procedimento gque épresentou maior
reprodutibilidade € menor perda, entre os varios utilizados
por este autor, fol o da ruptura osmoética das células, com
subsequente digestdo pela qgquimotripsina e tratamento do
extrato citoplasmatico com fluorocarbono, na presenga de
Sephadex G-200, seguido da adi¢do de Tween 80 e extragdo
relo éter.

Vém sendo testadas varias alternativas no
processo de purificagdo dos distintos sorotipos do VLA, que
podem apresentar comportamentos diferentes de acordo com as
condig¢des experimentais. As principais modificagdes
descritas referem-se, principalmente, ao tratamento quimico
inicial, pelo uso de substéncias tais como: Triton X 100, em
diferentes concentragdes2.81.134; Genesolv D1¢4; Nonidet P
40108 ¢ EDTA, empregados por MERTENS e col., em 1884133, e
MERTENS e col.,em 1987184, gque descreveram um método de

purificag8o do VLA , trabalhando com o8 sorotipos 1 e 4.




Estes autores utilizaram, ainda, ditiotreitol, desoxicolato
de 80dio e quimotripsina.

Em todos os métodos referidos, estdo
incluidas pelo menos uma ultracentrifugacso em gradiente ou
sedimentagdo das particulas virais em sacarose e duas, ou
mais, em gradiente de cloreto de cégio (CsCl), com variagdes
na velocidade e tempo, como no preaente estudo.

O VLA é sensivel a condigBes 4cidas e a altas
concentragdes de sais, sendo instavel em gradientes de
CaCl34.188,172: como consequéncia, costuma ser degradado
seletivamente nos gradientes de CsCl1, em fungéo
dos referidos fatores e em relagdo as variacBes de
pHB4,BB, 111,138,170, 172_

No método de purificacgéo empregado no
presente trabalho, constatou-se que, na primeira
ultracentrifugagio em CaCl, foram encontrados residuos
celulares na regido de maior concentragdo de virus.
Esta observagio é concordante com a de outros
autoresl28.170.172  gue também citam a presenga de virus nos
residuos celulares. Foi ent&o necessaria uma centrifugacio
adicional, para a eliminagédo dos residuos celulares,
ocasionandb, provavelmente uma reducdo no rendimento final,
provocada pela presenga de particulas virais intimamente
associadas a esses residuos.

As particulas virais localizaram-se em uma
Unica banda, sugerindo que o procedimento utilizado neste

estudo de ultracentrifugacao em CsCl, pH 7,2, ndo provocou
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degradagdo seletiva, discordando dos resultados obtidos por
véarios autoresS4.128.170,172, qgue observaram mais de uma
banda nesta faixa de pH. Para se tentar explicar esta
discordéncia de resultados, é conveniente lembrar dois
aspectos: a) 0 8orotipo 54 parece ser muito estavel
independentemente do processo de purificac&o utilizado: b) o
tamp&o empregado no caso do presente estudo, continha ions
Ca, que eventualmente poderiam funcionar como estabilizador.
No entanto, este aspecto n#o foi avaliado.

Através de ME, dois tipos distintos de
rarticulas do VLA tém sido descritos, a partir de
observagao das diferentes bandas obtidas em gradiente de
densidade<2®.53,122,133,184,170,172 . VERWOERD e col. . em
1972172, demonstraram que & estrutura externa das particulas
do VLA ¢é& formada por uma capa difusa, gque se encontra
circundando o nucleocapsideo. Esta observacdo contribuiu
para o esclarecimento das discrepancias encontradas na
literatura sobre a estrutura e o tamanho do wvirion,
permitindo estudos comparativos com os reovirus e outros
orbivirus€7.128.170,172

A forma aproximadamente esférica e o diametro
de 54,99 % 0,12 nm encontrados para as particulas virais
purificadas do VLA-S54, no presente estudo, s#o compativeis
com o8 dados encontrados na literatura, gue menciona

diémetros médios do virion de 50 a 70 nm

28 ,34.82,77,128,138,170
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O nucleocapsideo viral, com diédmetro estimado
de 45 a 55 nm, apresenta estrutura capsomérica constituida
de 32 ’subunidades. Estas subunidades circulares, ou
capsbmeros, organizadas de forma hexagonal ou pentagonal,
encontram-se distribuidas regularmente ao redor de um eixo
de simetria icosaédricaz2e.53,128,172_

As particulas virais com diémetro médio de
49,68 I 0,08 nm, também observadas neste estudo do VLA-54,
resultantes do tratamento das particulas virais purificadas
com é&cido fosfotingstico, durante 30 8, apresentaram
~morfologia semelhante a descrita por vArios autores para o
nucleocapsideo do VLABS.128,172, gyugerindo tratar-se do
nucleocapsideo viral da cepa estudada.

A linearidade dos valores de densidade das
fragdes do gradiente de CsCl foi consistente com o8
resultados obtidos por BRUNER e VINOGRAD, 196532; o valor da
densidade da fragdo correspondente a banda obtida, para o
VLA-54 (1,38 g/cm3), é semelhante ao encontrado por
VERWOERD, em 18969179, e que vem sendo confirmado por varios
outros autores34.53.128,

0 ARN extraido do sedimento de células
infectadas, do sobrenadante de culturas e das amostras
purificadas, estudado por EGPA, apresentou padr8o
eletroforético, nimero e os pesos moleculares dos segmentos
compativeis com o8 dados apresentados na literatura sobre o

VLAS4.128,172 A metodologia empregada demonsatrou




reprodutibilidade e rosaibilidade de aplicagso no
acompanhamento das culturas celulares infectadas.

. A andlise das pfoteinas do VLA-54 também
demonstrou resultados similares aos descritos por
diversos resquisadoresil.87.81.53,85,128,170.172, Foram
caracterizadas as bandas protéicas que, provavelmente,
correspondem &s sete proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3,
VP4, VP5, VP6, e VP7), com seus respectivos PM. Embora no
tenha sido mostrado, nos resultados agqui expostos, houve,
esporadicamente, a formag8o de duas bandas adicionais com PM
estimados em 30,00 e 15,00 x 103 d, que corresponderiam as
proteinas referidas por MERTENS e col., 1984133, em estudos
de codificagdo do VLA-S1. Estes autores admitiram que a
proteina com mobilidade eletroforética semelhante & da VP7
poderia ser resultante de modificac8o desta e a que
apresentava PM 15.000 d corresponderia a proteiﬁa P8,
sintetizada pelo segmento 10 do genoma viral. Admitiram,
ainda, que esta ultima tratava-se de uma proteina estrutural
do capsideo externo e, embors n&o tenham conseguido
confirmar esta possibilidade, através da clivagem das
proteinas 2 e 5, atribuiram o fato &s variagdes de
mobilidade eletroforética das proteinas e dos segmentos
gendmicos, observadas em diferentes condigdes experimentais.

0 uso da linhagem VERO, no presente estudo,
para a produgdo do antigeno soltuvel, deveu-se a0 risco de
reagdes falso-positivas, com antigenos preparados em células

BHK, em testes de IDGA e EIE indireto em soros de animais
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provenientes da Colombia, conforme relatou ANDERSON, 198410,
Este risco estéd relacionado ao uso sistematico em bovinos
de vacinas contra a febre aftosa, produzidas, na maioria das
vezes, em células BHK.

Ao contrério dos métodos de purificagdo das
particulas virais do VLA, na produgdoc do antigeno soluvel
utiliza-se, preferencialmente, o sobrenadante das culturas
celulares infectadas. A fracsdo soltvel, contida no mesmo,
tem sido a base das preparagdes antigénicas utilizadas no
diagnéstico da LA, pela técnica de imunodifusdo em gel de
agaras 288,101,102,148,1756 .

Varios autores concluiram que esta fragdo era
constituida de componentes virais de natureza protéica,
desprovida de ARN, ndo-infecciosa, mas que estava
intimamente associada & replica¢do viral, sendo produzida no
inicio do processo de replicagédo e, provavelmente,
oriunda de um precursor sintetizado em excesso no ciclo
viral87.980,61,183,176

A estabilidade a 4°9C das preparagdes
antigénicas obtidas a partir da frag8o soluvel e a presenca
de componentes comuns a todos o8 sorotipos testados,
demonstradas por KLONTZ e col., 1962197, foram confirmadas
posteriormente por JOCHIM e CHOW, 1969191, que detectaram
anticorpos grupo-especificos para antigeno de mesma origem.

O uso do sistema de ultrafiltrac@io seletiva
em membrana com capacidade nominativa limitante (CNL) de

50.000, introduzido por JOCHIM, em 1976102, constituiu-se em
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um passo importante no processo de concentragdo e selegéo do
tamanho relativo das particulas presentes na fragdo soltvel.
Entretanto, os resultados obtidos relo mesmo autor, usando
cromatografia em coluna de Sephadex G-200, levaram &
diminuig¢8do do titulo do antigeno e eliminag8oc de linhas
mGiltiplas, sem contudo haver aumento da especificidade.

As preparagdes de antigeno, a partir do
material viral ligado as células, como alternativa para uso
em IDGA, apresentaram baixa sensibilidade, identidade
parcial com o antigeno soluvel e a presenga de grande
quantidade de particulas viraisgio=2.175,

A simplificagdo do diagnéstico da LA, pelo
uso de reagdes grupo-especificas, vem sendo testada por
varios autores, com preparagdes obtidas por colunas de
Sephadex G-200, Sepharose 4B, eletrofocalizag¢8o, proteina 7
74.85.102 e proteina 388, entre outras. |

Os resultados obtidos, no presente trabalho,
em relagdo ao rendimento e selegdo do tamanho das
particulas, foram gatisfatérios, quando se utilizou o
sistema de ultrafiltra¢8o sequencial do sobrenadante de
células VERO infectadas, em membrana de 10.000, e a segulir,
de 25.000.

A centrifugag¢do a 100.000 g, realizada ao
final do processo de concentragfo, também contribui para
eliminar particulas virais eventusalmente presentes e para
melhorar o grau de pureza da preparacfo antigénica

(C.R.RANGER, 1987 -~ comunicag¢8o pessoal).
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O teste de identidade, realizado para avaliar
a relagdo imunolégica entre o AS e os antigenos do NADC e o
comercial, demonstrando identidade total entre eles, sugere
que 08 mesmos ndo podem ser distinguidos pelo antissoro
usado=<.188

O estudo do perfil eletroforético do AS,
comparado ao dos antigenos do NADC e o comercial, mostrou
semelhanga entre as bandas protéicas presentes nos trés
antigenos e também sugere que as preparagdes antigénicas
sejam semelhantes.

Varios autores, analisando o PM das proteinas
contidas no A5 usado em IDGA, obtiveram resultados
discrepantes. GUMM & NEWMAN, 198274 e HUBSCHLE & YANG,
188385 encontraram, em suas preparagdes antigénicas,
componentes protéicos com mobilidade eletroforética e PM em
torno de 38.000 d, semelhantes & proteina 7 do VLA. Estes
dados discordam dos valores observados por JOCHIM & CHOW,
1969101 e WANG e col., 1972178, que relataram PM de 160.000
a 200.000 d e 208.000 d, respectivamente. Estes resultados
foram justificados por JOCHIM e CHOW, 1969121, gue admitiram
tratar-se de egtruturas complexas constitulidas de
subunidades de 38.000 d e gque o AS, originalmente, se
apregentava como uma estrutura polimérica.

A precipitagdo e o estudo eletroforético do
extrato solGvel do VLA, realizados por HUISMANS & ELS, em
197989, demonstraram a presenga de dois polipeptideos néo-

estruturais (N51 ou PBba e NS2 ou P6a) e as sete proteinas
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estruturais, sendo ainda descritas, na literatura, outras
duas proteinas ndo-estruturais, NS3 e NB54181.1885.171 A
identificag8o da proteina NSl‘ ou Pba, com PM 54.000 d, gque
apresentou capacidade de se converter rapidamente em um
complexo de alto PM . e coeficiente de sedimentagdo 400 5,
pode confirmar as observagdes de JOCHIM & CHOW, 18969101
sobre as estruturas complexas do AS.

Os métodos utilizados, recentemente, tém
possibllitado estudos mais precisos dos segmentos do genoma,
das proteinas e da sua codifica¢8o52.53.62,.88.79.82 Varios
estudos confirmam as afirmagdes de que a proteina 7 € o
antigeno grupo-especifico mais importanteS4.88.80.81.111,
havendo, pelo menos, dois epitopos expostos na superficie do
virioniii,

HUISMANS e CLOETE, em 188792 descreveram, no
entanto, que o segmento do genoma que codifica esta‘proteina
ndo apresenta estrutura altamente conservada,inos sorotipos
estudados, havendo outras proteinas do VLA, tais como, VP3,
NS1 e inclusive a VP5, que tém demonstrado apresentar maior
grau de conservag8o estrutural, semelhanca entre varios
sorotipos, associagdo a microtibulos e rarticipacgédo
na reacéo grupo—espeoificaﬁl,‘79,87.88.80,83.95,131. 133,

0 resultado obtido no presente estudo, com
relagdo ao valor do PM encontrado para o componente protéico
principal do AL (60,00 x 108 d), extraido tanto da linha de
precipitac8o formada entre este antigeno e o soro de ovino

inoculado experimentalmente com o VLA-54, & como daguela
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formada com o© sorc de bovino. através de IDGA, sugere gue
tal componente protéico trata-se, provavelmente, da proteina
NS1 (Pba) ou da VPH e n3o da proteina VP7 (PM 30,00 x 108
d)., discordando dos autores que afirmam ser esta ultima
proteina, a principal responsével pela linha de precipitac¢éo
formada em IDGAX1.85,

A avaliacéio semi—quantitativa do AS,
realizada pelo teste de imunodifusio simples, apresentou-se
compativel com o8 resultados obtidos para os antigenos
radrbes.

Com base nos testes de padronizacdo do
referido antigeno, demonstrou-se gue © mesmo se encontra em
condigfes de ser utilizado na rotina de diagnédstico
soroldgico da LA, pela IDGA.

O AS, usado em IDGA, apresenta rea¢des
cruzadas com anticorpos para o virus da doenga epizodtica
hemorragica - VDEHSS.85, (Com base no grande numero de
reagbes cruzadas entre os orbivirus descrito na literatursa.,
CAMPEELL, 188533, concluiu gue uma amostra positiva,
contendo anticeorpos para ¢ antigeno de grupo do VLA ndo
significa, necessariamente, gque o animal foi exposto a um
dos sorotipos deste virus. A produc8o de anticorpos poderia
ter sido estimulada por algum dos orbivirus relacionados,
que apresentam relacdo antigénica com um ou mais sorotipos
do VLA.

E, entdo. mais correto o uso da expresséo

"diagndstico de lingua azul e orbivirus relacionados’.
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guando se emprega esta técnica diagnéstica, apesar da maior
importéncia do VLA como agente causador de doenga, em
particulér nos ruminantes domésficos.

O melhor procedimento para caracterizar a LA
é, sem duvida, o 1isolamento wviral a partir de casos
clinicog®2.143.168.175, No entanto, a forma de apresentacg&o
silenciosa ou inaparente da doenga, com predominéincia de
casds subclinicos, tem  tornado este  procedimento
extremamente dificil®.31.38.46.112,.141.175,

A ocorréncia de LA com predomin&éncia de casos
subclinicos tem sido descrita com certa fregquéncia no
Brasil, onde ge relata alta disseminacéo do
virugl2.44.45.46.138,  jinfecqg8o inaparente em varias espécies
ruminantes, poucos registros de casos clinicos sem
confirmagdo laboratorial por isolamento de virus, exceto o
sorotipo 4, que fol isolado nos EUA de bovino origihério do
Brasil73. CUNHA e col., 198848, com base em dados da
literatura, admitiram que estes fatos poderiam ser
consequéncia da maior resisténcia dos animais locais e/ou da
presenga de cepas de baixa viruléncia.

HUISMANS e BREMER, em 198199 e LUEDKE e col.,
em 198511% admitem que o S4 é um dos sorotipos mais estaveis
do VLA, a nivel de campo, e sugerem gque O mesmo seja o
precursor dos outros sorotipos, pelo fato de ter sido a
primeira cepa a ser isolada no sul da Africa, ser a mais
difundida mundialmente e apresentar relagio com um grande

numero de sorotipos.




A detecg8o e/ou isolamento do virus a partir
de 1insetos vetores pode ser, também, uma forma de
confirmacéo da atividade virél e da caracterizagdo da
doenga, em um pais ou em uma regifo geografica.

A possivel presenga de 1insetos vetores4b,
infecg¢Bes subclinicas em bovinos, ovinos e caprinos,
conforme citado anteriormente, condigles climaticas
adequadas e demais componentes da cadeia epidemiolégica, que
favorecem a infecg8o de animais susceptiveis ao VLA, sugerem
atividade frequente do virus no nosso meio.

Maior nimero de investiga¢des e consultas a
respeito da presenga destes vetores, em areas de ocorréncia
do VIA, seria importante € necessario para permitir
relacionad-la com a doenga. Para a execugdo destas atividades
se faz necessaria a organiza¢do de equipes de coleta, além
de estrutura laboratorial especializada para isolaménto e
identificacdo viral.

A necessidade de confirmar o diagnéstico de
outras doengas do complexo mMuUCOB027.2B.48.77,1156,1268,153
tais como febre aftosa, de ocorréncia endémica em
praticamente todo o pais *, estomatite vesicular, esporadica

em alguns Estados da Federag#o7:48, rinotraqueite infecciosa

¥ CENTRO PANAMERICANO DE FEERE AFTOSA - Informe
Epidemiolégico sobre Fiebre Aftosa y Estomatitis Vesicular -
Informécion Semanal sobre Presencia de Enfermedades
Vesiculares en las Americas.
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bovina, de ocorréncia pouco determinada (S.B.K.MUELLER, 1988
- comunicagdo pessoal) e o aumento gradativo do nGmero de
abortos sem causa definida, principalmente em bovinos
(M.RETORI, 1989 - comunicag8o ressoal), entre outros gquadros
clinicos duvidosos relatados por Médicos Veterinarios da
CATI, levam 4 necessidade do estabelecimento de uma
infra estrutura que permita a realizagcdo do diagnéstico
diferencial da LA, tendo em vista, principalmente, as nossas
condigdes ambientais propicias a manutengdo do VLA.

Uma vez realizado o isolamento e a
identificagdo do VLA, faz-se necessaria a sorotipagem da
cepa viral, que, embora seja um procedimento simples, em
determinadas circunsténcias pode se tornar complicado, em
fung8o do grande numero de sorotipos do VLA existentes e das
reagdes cruzadas entre eles e os orbivirus relscionados.

0 mesmo acontece com a sorotipagem, através
da pesquisa de anticorpos em amostras de sobos sanguineo
de animais suspeitos, que & de grande utilidade para a
caracterizagdo da doen¢a3® mas, devido a ocorréncia de 24
sorotipos do VLA, torna-se obrigatéria a preparagdo de 24
antigenos especificos, titulados e radronizados
previamente com os antissoros correspondentes, limitando
deste modo o numero de amostras a serem analisadas por esta
técnical4l,

Un aspecto que também deve ser levado em
conta é a seleg8o de amostras a serem submetidas a

sorotipagem. TAYLOR e col., 1985182 tém conseguido uma
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avaliaggo celara da epidemiologia da doenga, examinando
amostraq de animais Jjovens, apés a 18- conversdo sorologica.
O projeto LA, desenvolvido pelo IICA, na Costa Rica e paises
do Caribe, segue este procedimento de coleta e tem
conseguido a caracterizagdo epidemiolégica da doenga, com
isolamento viral e identificag¢ao de sorotipos (J.HOMAN, 1988
-comunicagdo pessoal).

0O uso da sorotipagem em amostras de soro de
animais adultos n&o é o procedimento mais adequado, visto
que o8 animais podem ter sido infectados, a nivel de campo,
com mais de um sorotipo do VLA33.34.73, Em consequéncia
deste fato, e ainda da grande relacdo estrutural existente
entre o8 orbivirus relacionados, e em fung8o do uso de
diferentes técnicas nos laboratérios que realizam este
teste, cuidados especiais devem ser tomados com relacao a
interpretagdo dos resultados33.73,141,

Animais infectados e/ou inoculados
experimentalmente por mais de uma cepa viral podem
apresentar anticorpos neutralizantes para cepas
antigénicamente relacionadas. A explica¢do deste fendmeno é
dada pela existéncia da imunidade heterotipica, descrita
neasta enfermidade33.34.96,98,106,164, 182

Na realidade, a caracterizagdo sorolégica da
doenga tem sido feita, mundialmente, através de testes
sorogrupo-especificos, baseados principalmente nas rea¢8es
de imunodifus8o em gel de agar, de fixag¢8o do complemento e,

com menor frequéncia, de imunofluorescéncia2s.33.84,105
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A IDGA tem sido a técnica mais usada, pela
relativa . facilidade, simplicidade, e reprodutibilidade,
permitindo a anédlise de um grande namero de
amostrag<8.684.,143, apesar da desvantagem de apresentar baixa
sensibilidade, interpretagdo subjetiva3.143, principalmente
quando da ocorréncia de reag8o fraca ou fortemente positiva,
da n&@o aplicabilidade & guantificagcdo de anticorpos e
da necesgidade de antigeno altamente concentrado
4.,24,44,84,101,147.,174

Por outro lado o antigeno utilizado na IDGA
apresenta a vantagem de conter epitopos c&muns a todos os
sorotipos do VLA, embora apresente, como J& mencionado,
reagdo cruzada com outros orbivirus, principalmente o
VDEH.‘LC)4. 105,138,136

Esta técnica € utilizada no diagnéstico
rotineiro da LA em um grande namero de paises
84,656,91,136.180, ¢ gubstitui a FC nos EUA desde 1880,
guando passou a ser usada para a selegdo de animais
destinados & exportagdol4®, Qs trabalhos realizados no
Brasil, até o momento, conforme referido anteriormente,
foram feitos através desta reagBolz2.44.45.486,47

A fixe¢80 do complemento é o segundo teste
sorogrupo-especifico mais utilizado no diagnéstico
sorolb6gico da LAZ24.31.143,  Pode ser utilizada, também, para
a identificagdo wviral, com antissoros especificos para os
distintos sorotipos do VLA141.143.174, Tem gsido descrita

como especifica, sensivel e de pouca reprodutibilidade por




causa do rapido desaparecimento de anticorpos, em geral da
classe IgM, que s80 mais reativos em FC72 e a ocorréncia de
atividadé anticomplementar em'soros levemente contaminados
e/ou hemolisados. Também o comportamento dos soros de
ovinos, na opinido de varios autores4-31.174, tem sge
constituido em uma limitag8o para a aplicagdo mais extensiva
desta técnica.

Entre as técnicas sorogrupo-especificas, as
imunoenziméaticas (EIE) vém despontando com maior
rossibilidade de substituir a IDGA, no diagnéstico rotineiro
da LA74. Muitos autores tém se dedicado ao estudo desta
técnica®.4.5.10.84,120  ytilizando antigenos purificados e
semi-purificados, aliados ou n8o &ac usoc de anticorpos
monoclonais.

AFSHAR e col., em 19872.4 enm estudos
comparativos entre os testes de neutralizacéo em ‘placas,
IDGA, e varios sistemas de EIE, detectaram, por EIE
competitivo, em soros de ovinos, anticorpos mais
precocemente, e titulos mais elevados, em comparacdo aos
sorog de Dbovinos. Estes mesmos autores encontraram, ainda,
que geralmente a resposta imune humoral em ovinos ers menos
variédvel que em bovinos. Esta variagdo talvez possa ser
explicada pela diferenga na forma de apresentag¢fo da doenca
nestas duas espécies animais.

Em bovinos, a LA tem sido relacionada a
hipersensibilidade tipo I, o que né#o acontece em

ovinos8.87.128,154, entretanto a detecgdo de LTc em
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ovinog®4.80.140.188 ¢ g dificuldade em demonstraglo destes
linfécitos em bovinos®7, o estado de toleréncia imunolégica
€ a viremia esporaddica que tém sido descritos com maior
frequéncia na eapécie bovina®1.82.116.116,124 podem
refletir sobre o comportamento da doenca e talvez Justificar
as variagfes encontradas por AFSHAR e col., 19874, na
andlise das amostras de soros mencionadas anteriormente.

Umna observag8o interessante, em bovinos, é a
diferenga de durac8o da viremia nesta espécie animal, em
comparagédo a dos ovinos. 0Os bovinos permanecem virémicos por
varios meses, com presenga simulténea ou ndo de particulas
virais e anticorpos circulanteslO6.115,116,186,1564.168_ ()
mecanismo especifico para persisténcia néo é conhecido. Em
ovinos, hd uma relagcdo temporal entre o aparecimento de
anticorpos neutralizantes e LTc com o subsegquente declinio
do virus na circulagdo sanguinea, comprovando a importéncia
destes anticorpos e destes linfécitos na eliminagdo dos
antigenos virais€o.81,87,108,124,140 .

As limitag¢des na aplicagdo dos métodos de EIE
no nosso meio estdo relacionadas ao custo dos equipamentos
necessérios a preparagdo dos antigenos purificados, a
obteng8o de anticorpos monoclonais e, prrincipalmente, ao
custo do aparelho apropriado para leitura dos testes. A
implementag&o desta técnica nos laboratérios do pais seria
importante para o diagnéstico da LA e de outras doengas dos

animais, pelas diversas vantagens mencionadas pelos autores.




PINi e col., 1965144 descreveram a
imunofluorescéncia direta (IFD).como um teste que detecta
reag8o grupo-especifica para o VLA, & ressaltaram que a
mesma n8oc pode ser usada para diferenciag¢do de cepas, sendo,
entretanto, de grande utilidade para identifica¢8io réapida
deste virus, n3o levando em conta a variag8o imunolégica.
Esta técnica vem sendo considerada, pela maioria dos
autores, como de maior utilidade para indicar a presenca de
antigenos do VLA ou do VDEH em tecidos animais de varias
origengb1.88.100,.112,147.162, pmegmo quando ndo é possivel o
seu isolamento em sistemas sensiveis.

A imunofluorescéncia indireta (IFI) foi
também descrita por PINI e col., 1968148 para detectar e
quantificar anticorpos anti-VLA em soros de ovinos,
demonstrando que a mesma apresenta sensibilidade na deteccgdo
de infec¢les recentes e crénicas nesta espécie animal. Estes
autores compararam a IFI com a neutralizagdo, e verificaram
resultados coincidentes entre as duas técnicas, na
identificagédo de anticorpos entre o 7°- e 119- dias e,
em nivel mais alto, na 4a. BEmanas prés—infecgdo.
JEENINGS e BOORMAN, 188010, no entanto, consideram a
imunofluorescéncia uma técnica atil em experimentos
envolvendo triagem de grande numero de insetos suspeitos de
infecgédo pelo VLA, POrém ndo-quantificavel, nem
suficientemente sensivel para ser usada em sistema de

titulag8o, e recomendam a realizacio de um maior numero de
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trabalhos, rara estabelecer a aplicabilidade do método ao
uso rotineiro.

0 uso do conjugad6 anti-espécie, que pode ser
preparado pelo laboratério ou adguirido comercialmente,
facilita a aplicaclo da técnica, e permite testar amostras
de vérias espécies animais com o mesmo substrato biolégico
de replicagdo viral, independentemente do sorotipo.

O padrd@o de fluorescéncia mais encontrado
relos autores®=2.100.1B2 ¢ de gspecto granular, sob forma de
pequenas particulas, com aparéncia uniforme em culturas de
tecidos establilizadas e c¢om caracteristicas individusis,
prroprias de cada Srgdo ou tecido animal, nos gquaizs os
antigenos do VLA est80 localizados, ndo havendo relagdo
entre o padréo e 0o sorotipo do virus com o gual a célula
foi infectada®=.152, ROY e col., 18985181, porém, trabalhando
com conjugado marcado com fluoresceina e biotina na
revelagdo de sondas moleculares, encontraram intensos sinais
de fluorescéncia no nucléolo de células infectadas pelos
sorotipos 10 e 11, e fluorescéncisa dispersa no nicleo de
células infectadas pelo sorotipo 13.

0 padréo de fluorescéncia observado - no
presente estudeo é compativel c¢om o descrito na literaturas,
tendo ocorrido com maior intensidade na periferia do
citoplasma e dispersdo para regifes mais prdéximas do nicleo
celular e, durante o exame dos soros, raramente se deu o

aparecimento de fluorescéncia nucleclar e dispersio através

do ntcleo celular, informac#o nfSo mencionada nos resultados.




Og resultados encontrados em IFI, no presente
estudo, foram muito semelhantes aos obtidos em IDGA, com um
grau de céncordangia de 92,63% ﬁara o8 soros de bovinos e de
90,28% para os de ovinos. A 1IFI apresentou, também, alta
sensibilidade (S8) e especificidade (E), quando comparadas
com a técnica padrdo de IDGA. A IFI apresenta a vantagem de
ser gquantitativa e de detectar antigenos do VLA em células
infectadas. Esta técnica pode ser utilizada associada a
IDGA, visto permitir a quantificagdo de anticorpos e rapidez
de resultados, apresentando, inclusive, potencial para
substituir a mesma, no diagnéstico sorologico da LA, desde
que o laboratério disponha do eguipamento apropriado para as
leituras.

Deve-se salientar que a probabilidade de o
animal, cujo BOPro fol conaiderado pesitivo, ser
verdadeiramente positivo (VPR+) & de, aproximadamente, 82%
para os8 soros bovinos e de 90% para os ovinos. Por outro
lado, a verdadeira probabilidade, com relagdo ao resultado
negativo (VPR-), & da ordem de 93%, para bovinos, e de 91%
para ovinos.

No presente estudo, n#éo houve diferenca
estatisticamente significante entre a S, a E, o VPR* e o
VPR~ da IFI, em relaglio & IDGA, guando foram utilizados
goros bovinos e ovinos. Ressalta-se, ainda, que a medida que
se aumenta o nimerc de amostras analisado, a probabilidade

de 5 e E serem maiores também aumenta, portanto, o tamanho
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da amostra de soros de ovinos pode ter sido responséavel
relas pequenas diferengas obtidas.

Os resultados encontrados permitem afirmar
que a metodologia empregada na produgidio do antigenc soliuvel,
para uso em IDGA, poderd ser extensivamente utilizada, na
pratica, no pais, para levantamentos epidémiolégicos.

A utilizag8o da IDGA e da IFI, isoladamente
ou associadas, permitirda uma avaliag3do real e confiével da
situagdo epidemioldgica da lingua azul em nosso meio. Além
do emprego da IFI em levantamentos sorolégicos, esta técnica
apresenta a vantagem de rermitir a identificaglBio de
antigenos virais especificos podendo possivelmente, no
futuro, ser utilizada para confirmacao de isolamento viral
para posterior caracterizagdo dos sorotipos do VLA atuantes
a8 nivel de campo e, permitir a adogio de medidas de controle
de doenga, inclusive avaliando a eficiéncia do wuso de

vacinas.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo,

fol possivel chegar as seguintes conclusfes:

5.1 0 VILA-54 adaptou—-se facilmente as linhagens celulares
BHK e VERO e as suspens@es virulentas produzidas nas células
VERO foram suficientes para possibilitar o estudo das

particulas virais e a p:‘odupé'o'do antigeno soldvel.

5.2 4 purificagdo das particulas virais permitiu o estudo
detalhado do VLA-S4, através de ME e EGPA na andlise do ARN
e da proteina, possibilitando o acompanhamento das varias

etapas de produgdo do antigeno solivel (AS).

5.3 O método utilizado para a produgcdo do AS mostrou-se
reprodutivel e forneceu bom rendimento: o AS, quando
analisado comparativamente aos antigenos padrdes do NADC e
a0 comercial (COM)/BUA, através de IDGA (teste de
identidade) e KEGPA (perfil protéico), mostrou Iidentidade
total & seme lhanga entre as bandas protéicas,
regpectivamente, sugerindo tratar-se de  prepara¢des

antigénicas semelhantes.

5.4 A avaliagdo semi—quantitativa do AS, reallzada através
do teste de imunodifus8o radial simples, comparativamente
aog antigenos do NADC e ao COM, bem como a sua titulagdo

em bloco, associada ds8 conclusfes mencionadas nos ftens




anteriores, sugerem a pogssibilidade de obtengge do AS em
larga escala e, conseguentemente, a sua utilizagdo em

estudos epidemiolbégicos, através de IDGA.

5.5 0 componente protéico do AS, identificado no presente
estudo como a principal proteina respongdvel pela linha de
precipitacdo formada em IDGA, apresentou PM 60,00 x 103 d,
sugerindo tratar-se, provavelmente, da proteina N51 (Pb5a) ou

da VFPH.

5.6 A I1IFI apresentou resultados muito semelhantes aos
obtidos em IDEE, com alto gran de concordincia, alta
sepsibilidade ¢ egpecificidade, podendo fornecer uma
avaliagde real e confidvel da situacdo epidemiolégica da LA

em nosso meio.

5.7 A IDGA e a IFI, conforme descritas no presente estudo,
podem  ser usadas, separadas ou conjuntamente, para o

diagndstico soroldgico da LA.

5.8 A IFI pode  ser tambew wtilizada em estudos de
identificacdo de antigenos vwvirais em cultivos celulares

infectados pelo VIA.

]
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6 RESUMO

No presente estudo 0 Vipyg da lingua azul-

sorotipo 4 (VLA-54) adaptado és linhagens celulares BHK-Z1,
clone 13 e VERO apresentou efeito citopatico caracteristico
entre 72 e 86 h pés—inoculagdo, com titulos gue variaram
entre 103.8 g 108.8 DICC 50%/ml. A partir do sedimento das
células infectadas aas particulas virais foram purificadas em
ultracentrifuga¢dbes em gradiente de CeCl, e sapresentavam
densidade de cerca de 1,38 g/cm®. Ao microscoHpio eletrdnico
foram visualizadas particulas com forma aproximadamente
esférica e didmetro médio de 54,9971 0,12 nm, correspondentes
ao virion e de 48,6810,08 nm, ao nucleocapsideo. O perfil
eletroforético do ARN do VLA-S54 mostrou a presenga de dez
segmentos com valores de PM 2,82 x 108 d (segmento 1) e 0,49
x 108 d (segmento 10) e o das proteinas, as sete proteinas
eatruturais ~-VP1 a VP7- com PM variando de 103,89 x 103 d
(VP1) a 30,24 x 102 d (VP7). 0O antigeno solavel (AS),
produzido a partir do sobrenadante de culturas de células
VERO infectadas pelo VLA e concentrado por ultrafiltracao
seguencial em membranas com CNL de 10.000 e 25.000,
apresentou em teste de identidade com os antigenos do NADC e
comercial (COM), uma tnica linha de precipitagfio, nitida e
confluente. Na anaélise do perfil eletroforético dos trés
antigenos observou-se um padrdo multo semelhante, o que
sugere gue as trés preparagdes antigénicas contém proteinas
semelhantes. A avaliasgdo semi~-gquantitativa deste antigeno em

imuncdifus#o radial simples apresentou uma poténcia relativa
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ligeiramente supericor & do NADC e igual &4 do COM, e na

tulo de uso

[ 2%

titulacBo em bloco por imuncdifusio dupla. t
1/2, evidenciando-se gue o AS rpoderia ser utilizado em
provas rotineiras de I1DGA. para o diagndstico sorcoldgico da
LA, O componente protéico do AS, principal responsavel pels
linha de precipitacios em IDGA. apresentou PM 60,00 = 108 d,
sugerindo tratar-se., provavelmente, da proteina HE1 (P5a) ou
da VP5. A imuncflucrescéncia indireta (IFI), executada em
células VERO adicionadas de soros & conjugados anti-Igiz de
bovinoes ou de ovines, apresentou fluorescéncia
intracitoplasméatica, com aspecto granular, e em alpgumas
células fol observads apenas na membrana celular. Foram
testadaz 180 amostras de soros sanguineos de bovinos e 72 de
ovinos, pelas técnicas de IDGA e IFI. Em IDGA obteve-se um
total de 134 amostras positivas e 128 amostras negativas,
enguanto gue em IFI observou-se 137 amostras positivas e 125
negativas. A anédlise estatistica destes dados registrou uma
alta concordancia para oz soros de b@yiﬁos e para 08 soros
de ovinos, entre as duas técnicas. Em IFI encontrou-se alta
aanslibilidade,. especificidade e valeores preditives dos
resultados positivoes e dos resultados negativoes, em
comparaciao com a 1DGA, o gue nog permite afirmar que as duas
técnicas podem ser utilizadas na rotina laboratorial como
instrumento para uma avaliagio real da situacio
epidemiolégica da LA no nosso meio. A IFI oferece a vantagem
adicional da prossibilidade de ser utilizada para detec¢io de

antigenos virais em cultiveos celulares inoculades pelo VLA,

foa
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7 ABSTRACT

In the present study a strain of Bluetongue
virus, Sérotype 4 (BIV-34), wheh adapted to BHK 21, cione 13
and to VERO cell lines has shown a distinctive cytophatic
effect between 72 h and 86 h after inoculation, with titres
ranging from 103-8 to 105-8 DICT 50%/ml. After a high apeed
centrifugation of the packed infected cells the viral
particles were purified by ultracentrifugation using CsCl
gradient, showing density around 1.38 g/cm®. In the electron
microscope, two types of spherical particles were observed
one with a mean diameter of 54.99+ 0,12 nm corresponding to
the virion and the other of 48.68 £ 0,08 nm, corresponding to
the nucleocapsid. The electrophoretic profiles of the RNA
extracted from BIV-54 showed +ten segments with MW between

2.6 x 108 d (segment 1) to 0.49 x 10% d (segment 10). With

regard to the structural proteins, the MW also v&ri&d from

103.69 x 102 (VP1) to 30.24 x 103 (VP7). The soluble antigen

(SA) produced from culture supernatants of BTV-infected VEROQ
gells and concentrated by sequential ultrafiltration with
membranes with out-off walues 10.000 and 25.000, when

compared with the antigens produced by the NADC and

commnercially, showed total didentity by the agar gel

immunodiffusion (AGID) test forming a nitid and confluent

precipitation line without any spur. The electroprhoretic

protein profile cf the 3 antigens was quite similar
suggesting an identical antigen preparation. A semi-

guantitative evaluation of this antigen by single radial




immune diffusion test showed & relative potency slightly
higher than +the KADC and equal %o the commercial one.
Furthermore checking block titration revealed that routine
dilution of +this santigen to be used in  AGID for the
serological diagnosis o©f BT sghould be 1/2. The proteic
component of the AS. main responsible for the IDEA reaction,
showed & MW around 80.00 % 10%® d suggesting that this might
be, probably. the HZ1l (PHa) protein or the VPL. The indirect
immunoflucorescent technigue (IIFT) carried out with BIV-
infected VERDO cells using hovine and ovine sera and anti-Igi
conjugates showed a granular intracytorlasmatic flucrescence
and in some cells this fluorescence was observed only on
cellular membranes. Sera from 180 bovine and 72 ovine were
examined by AGID and IIFT. In the AGID 134 samples were
positive for BTV antibodies and 128 were negative, whereas
in the IIFT 137 sera were positive for BTV antibodies and
125 were negative. Statistical analyzis of these data showed
close agreement between the +two technigues, regardless of
the kind of sera examined. In the IIFT, high sengitivity.
specificity and predictable values for positive and negative
results were found compared with the IDGA, which means. that
both technigues can routinely be used in epidemiologic
evaluation studies of BT in our country. The I1IFY offers an
additional advantage as it may be used to detect viral

antigens in BTI-infected cell lines.
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