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RESUMO

Foram produzidos experimentalmente dois tipos de an
tigenos para o diagndstico por imunodifusao em gel de agar
(IDGA) da Anemia Infecciosa Eqiina (AIE). 0 primeiro antigeno
foi preparado a partir de bago de cavalos inoculados com a a-
mostra "Wyoming" do virus. Apresentando um periodo febril de
sete a nove dias, 0s animais foram sacrificados no 100 dia e
0os bagos foram colhidos assepticamente e congelados a -70%. A
seguir, os bacos foram submetidos a varios ciclos de <congela-
mento e descongelamento, tratamento com sulfato de amonia e ex
tracao com eter etilico, obtendo-se antigenos parcialmente pu-
rificados. A purificacao final foi realizada atraveés de cromato
grafia de afinidade.

0 segundo antigeno foi preparado a partir de linha-
gem celular de derme eqflina (ED-ATCC-57) na 19@ passagem, per-
sistentemente infectada com a amostra "Wyoming" do virus da
AIE. A linhagem infectada foi mantida por 16 subcultivos sem o
aparecimento de altera¢oes morfologicas e o antigeno foi detec
tado no sobrenadante a partir da quinta passagem. 0Os meios de
crescimento e manutencao das celulas foram submetidos a dois
processos de esterilizacio: a filtracao e a autoclavacao. Po-
de-se observar na pesquiéa de antTgenb no sobrenadante dos cul
tivos que, quando foi utilizado o meio autoclavado com 10% de
soro fetal bovino, a porcentagem de reac¢oes negativas ou fraco
positivas foi de 29,41% e com o meio filtrado foi de 5,88%, no
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total. A introducao de celulas nao infectadas foi empregada a
partir da oitava passagem, este cococultivo com células persis
tentes infectadas apresentou resultados favoraveis ja na pri-
meira coleta de sobrenadante. A purificacao do antigeno a par-
tir do sobrenadante foi realizada atraves de tratamento com po
lietilenoglicol 6000, ultracentrifugacao com sacarose a 10% e
eter et7lico. Uma solucao de imunoglobulina G parcialmente pu-
rificada com acido caprilico foi preparada a partir de soro po
sitivo para AIE para ser utilizada como referéncia positiva nos
testes de IDGA.

Ambos os antigenos foram avaliados por eletrofore-
se em gel de poliacrilamida e apresentaram uma banda proxima,
ou, na mesma altura do padrao de peso molecular, tripsincgenio
bovino (24,000 daltons). Os antigenos foram testados frente ao
soro de referencia positivo e os que apresentaram titulos mais
altos e reacdes nitidas eram em seguida titulados com a solu-
cao de IgG. Escolnidas as diluicOes ideais para 0 teste de
IDGA os antigenos foram testados frente a 120 sorbs, sendo 60
positivos e 60 negativos. Os resultados obtidos apresentaram
uma corrlecao direta com o antigeno de referéncia.
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1. INTRODUGAOD

A anemia infecciosa eqffina (AIE) e uma das doencas
mais antigas causadas por virus, tendo sido descrita pela pri-
meira vez na Franca por LIGNEE (1843). Ela afeta exclusivamen-
te os membros da familia Equidee e apresenta uma distribuicao
mundial e grande importancia economica, principalmente em re-
gioes pantanosas e quentes. No Brasil a doenca foi descrita pe
la primeira vez por DUPONT et alii (1968), SILVA et alii .(1968)
e GUERREIRO et alii (1968), nos estados da Guanabara, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul,

0 virus da AIE (V-AIE) & classificado como um len-
tivirus pertencente a familia Retroviridee (CHARMAN et alii,
1876), onde tambem estdo incluidos outros virus que se caracte
rizam por causar uma ihfeccﬁo persistente, como 0s virus da
artrite e encefalite de caprinos, o visna-virus de ovinos, da i
munodeficiencia de macacos (SIV) e da imunodeficiéncia humana
(HIV). Assim,a AIE tem assumido um papel especiaimente impor-
tante em patologia comparativa e nos estudos recentes sobre a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), no que diz res-
peito a avaliacdo de tratamento e desenvolvimento de possiveis
vacinas (MONTELARO et alii, 1988).

A AIE pode-se apresentar nas formas aguda, subaguda,
cronica e principalmente inaparente ou assintomatica (ISSEL &
COGGINS, 1979). 0s sinais clinicos mais proeminentes sio febre:




recurrente, anemia, anorexia, rapida perda de peso e edema ven
tral.

' A transmissao da AIE ocorre por quatro vias princi
pais: pela placenta e pelo colostro de eguas com altos titulos
de virus; atraves de tabanideos que sugam sangue em animais
com a forma aguda da AIE, sendo esta uma transmissdo puramente
mecanica; pela transferéncia de sangue infectado em aqulhas e
instrumentos cirurgicos (COGGINS, 1981). A transmissdo da AIE
a partir de portadores assintomaticos nao ¢ considerada impor-
tante no aparecimento de surtos. (ISSEL et alii, 1982 e COGGINS,
1984},

A infeccao persiste por toda a vida do animal e os
atagues febris ciclicos sugeriram aos primeiros pesquisadores
uma ausencia ou comprometimento da resposta imune, No entanto,
varios testes tem demonstrado a presenca de anticorpos (Ac) an
ti V-AIE e tambem de resposta imune mediada por células (REIS,
1984).

Considerando-se a alta prevalencia de portadores
assintomaticos, o diagnostico clinico nao conclusivo da AIE e
a possibilidade de confundir com outras doencas como as tripa-
nosomiase, piroplasmose, leptospirose, hepatites e endoraparasi
toses, o diagnostico de laboratorio assume um decisivo  papel
no controle e prevencao da AIE.

A tecnica mais utilizada em todos os paises para o
diagnostico da AIE e a prova de imunodifuscao em gel de agar
(IDGA). Esta & uma prova de precipitacao (OUCHTERLONY, 1968),
que foi adaptada por COGGINS & HORCROSS (1970), utilizando an-
tigeno (Ag) produzido a partir de baco e NAKAJIMA & USHIMI (1971)
utilizando Ag preparado em cultura de leucocitos de cavalo. O
teste de IDGA e satisfatorio na pratica, acurado e revela Acs
para o V-AIE com uma correlacao direta com a viremia preévia,
independente da amostra de virus. Ha uma excecdo no caso de Acs
maternos colostrais adquiridos pelo potro nao infectado (COGGINS,
1981).

No Brasil, a IDGA passou a ser usada como teste o-
ficial de diagnostico em 1974, A partir de entao, o "Kit" de




diagnostico composto de fa e soro reagente (SR) tem sido impor
tado, representando um grande onus no controle da doenga. A
Escola de Veterinaria da UFMG vem desde 1973 tentando desenvol
ver o Ag mas sem resultados satisfatorios.

Segundo dados do Servico de Defesa Sanitaria Ani-
mal do Ministerio da Agricultura (SERSA) no periodo de 1974 a
1984, nao houve diminuicao na porcentagem de equideos positi-
vos para AIE no Brasil (1,16 - 2,13%). A cada ano, 100.000 a
150.000 soros sao testados por IDGA. Se considerarmos que cada
soro pertence a um animal, teremos menos de 5% da populacao de
equideos testaua no pals. Faz-se, portanto premente a necessi-
dade de desenvolvimento de uma produg¢ao industrial, de modo a
diminuir ou evitar a importacao do "Kit", facilitando assim a
execucio de testes em um nimero significativo do rebanho equi-
deo nacional.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: pro
duzir experimentalmente e avaliar o antigeno para a prova de
imunodifusao no diagnostico da AIE a partir de baco de eqdi-
nos inoculados e cultivo celular de derme egliina persistente-
mente infectada.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultivo do virus da Anemia Infecciosa Eqtiina
(AIE)} em sistemas celulares

A caracterizacao do V-AIE demorou a ser feita devi-
do a falta de um método adequado de cultivo e manutencao do vi
rus. As primeiras tentativas de cultivo do V-AIE foram feitas
em varias linhagens como: células de figado, baco, linfonodos,
rins, pulmao e outros tecidos de embrices egllinos ou de potros
(WATANABE, 1960a, 1960b; KOBAYASHI, 1961a), celulas de medula
ossea de cavalo (kOBAYASHI, 1961b), leucdcitos de cavalos, ce-
lulas de testiculo de coelho, leucdocitos de coelho, células de
testiculo de cavalo, células de bovino (MDBK), celulas de der-
me eqliina (E.D.NLB-6), células humanas (HeLa e KB), ceélulas de
medula ossea de camundongo (MBM), células de rim de cavalo, coe
tho, cobaio, hamster, camundongo, leucocitos peritoneais de coe
Tho, cobaio, hamster e camundongo e celulas de embriido de ga-
Tinha (KOBAYASHI, 1961c; EL-ZEIN et alii 1968; KONO & YOKOMIZO,
1968). Entre todas as linhagens primarias e secundarias acima
citadas, apenas as culturas de medula ossea, leucdcitos e rim
de cavalo (KOBAYASHI, 1961a, 1961b e KONO & YOKOMIZO, 1968) fo
ram capazes de propagar o V-AIE. Apesar das dificuldades de ma
nipulacao e manutencao da cultura de leucdcitos, devidos a va-
riacoes individuais dos animais e da alta incidéncia de herpes




virus tipo 11 em eqliinos, KOBAYASHI e KONO (1967) conseguiram com
sucesso propagar e titular o V-AIE neste tipo de cultivo. A par
tir de entao foram feitos os primeiros estudos sobre as carac-
teristicas fisicoquimicas e biologicas do virus (NAKAJIMA et
alii, 1968, 1969a, 1969b, 1969c, 1970; KONO et alii, 1970; USHIMI
et alii, 1972) que estao resumidas no QUADRO 1.

MALMQUIST et aiii (1973) conseguiram pela primeira
vez infectar persistentemente uma linhagem continua de derme e
qlina (ED-ATCC57), possibilitando assim a obtencdo de virus em
quantidade suficiente para uma analise bioquimica e imunologi-
ca. Ate 1976,0 V-AIE era relacionado aos virus RNA oncogenicos
principalmente por suas semelhancas com 0s mixovirus (TAJIMA et
alii, 1969; NAKAJIMA et alii, 1974; ITO, 1974). Foi entao que
CHARMAN et alii (1976), baseados em caracteristicas como RNA
de alto peso molecular, presenca de transcriptase reversa e uma
composigao polipetidica similar aos retrovirus do tipo C, in-
cluiram o V-AIE na familia Reiroviridae.

Estudos mais profundos sobre as caracteristicas mor
fologicas e fisicoquimicas do V-AIE foram feitos a partir de cul
turas de derme eqliina e cultivos primarios de rim eqliino infec
tados com o virus (MATHEKA et alii, 1976 e WEILAND et alii,1977).
Algumas destas caracteristicas ja permitiam diferenciar o V-AIE
dos retrovirus do tipo C. GONDA et alii (1978} sugerem que o
V-AIE deva ser incluido na sub familia Lentivirinae da familia
Retroviridae.

ISHIZAKI et alii (1978) obtiveram o V-AIE a partir
de Tinhagem de pele de mula (EMS) persistentemente infectada e
atraves da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), identi
ficaram a estrutura polipeptidica e glicoproteica do virus. Fo
ram identificadas tres proteinas nao glicosiladas de peso mo-
Tecular 25,000 (p25), 14.000 (p14) e 11.000 (p11) daltons e duas
glicosiladas com 80.000 (gp80) e 40.000 (gp40) daltons. Por i-
munoprecipitacaoc, demonstraram que Acs positivos para AIE rea-
giam predominantemente com a p25 e em menor amplitude com a pi4
e gpB80. CHEEVERS et alii (1978) cultivaram o virus em linhagem




QUADRO 1 - Resumo das propriedades fisicoquimicas e biologicas
do virus da Anemia Infecciosa Equina

Tipo de acido nucleico = RNA mas DNA dependente
Capsidio-simetria = possivelmente helicoidal
Envelope = possui envelope de aproximadamente 9 mm
. Particula viral = 90-140 mm
Forma da particula = pleomorfa, predoninantemente esférica

Projecoes na superficie = possui projecoes, menos proeminen-
tes que 0s mixovirus

Sensibilidade a solventes lipidicos = sensivel ao eter
Estabilidade ao pH = instavel em pH alcalino e acido
Inativacao pelo calor = inativado a 56°¢C por 60 minutos
Sensibilidade 5 tripisina = resistente

Irradiacao ultravioleta = resistente

Densidade = 1,15 g/ml, mas mostra ampla distribuicao
Coeficiente de sedimentacao = entre 110 e 120 S

Local e modo de formacao da particula = liberada da membrana
plasmatica por bro-
tamento

Taxa de multiplicacao = baixa, requer aproximadamente 20 hs.

Fonte: NAKAJIMA (1973).




de derme eqliina (ED) e atraves de PAGE determinaram que 80% das
proteinas estruturais estao representadas por cinco polipepti-
deos, sendo duas nao glicdsi1adas, p29 e p13 e tres glicosila-
das gp77/79, gpb6éd e gp40. Ainda descreveram oito polipeptideos
menores e de importancia desconhecida. PAREKH et alii (1980) u
tilizaram as 1inhagéns ED e rim de eqllino para propagar o V-AILE
e empregando a filtracao em gel de hidrocloreto de guanidina e
PAGE encontraram quatro proteinas nao glicosiladas {(p26, pl5,
p11 e p9} e duas glicosiladas (gp90 e gp45) que, juntas, compre-
endem 95% do total das proteinas do virion,

BENTON et alii (1981) conseguiram com sucesso infec
tar cronicamente cultura de celulas de cdo (CF2Th) e de gato
(FEA) com o V-AIE. Através de PAGE e IDGA, o virus demonstrou i
dentidade com o virus multiplicado em linhagem ED. 0Os autores
demonstraram pela primeira vez que o V-AIE pode replicar-se em
Tinhagens celulares de especies diferentes.

2.2. Tecnicas de diagnostico sorologico da AIE

A partir do desenvolvimento das tecnicas de cultura
de celulas eqtlinas, dé medula 0ssea inicialmente € de leucOcitos
e derme posteriormente por KOBAYASHI (1961a, b, c) e MALMQUIST
et alii (1973}, tornou-se possivel a preparacao de antigenos e
a aplicacao de tecnicas sorologicas no diagnostico da doenca.
Em conseqliencia, varios testes soroldogicos foram, entdo, desen
volvidos: fixacao de complemento direta (FCD) e indireta (FCI),
soroneutralizacdo (SN}, imunofluoresceéencia (IF), dinibic3o da
hemoaglutinacao (IH), hemoaglutinacgorindireta (HAL}, "Enzyme-
Linked Immunossorpent Assay" (ELISA); Imunodifus3ao em gel de a-
gar (IDGA), Radioimunoensaio de fase solida (SPRIA). Uma carac
terizacao sumaria desses testes e apresentada na TAB. I.

2.3. Imunodifusao em gel de agar (IDGA) no diagnostico da AILE

COGGINS & NORCROSS (1970) desenvolveram o teste de
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imunodifusao para evidenciar anticorpos precipitantes no soro
de cavalos infectados. 0 teste baseia-se na migracao de molecu
las de Ag e de Ac em gel de agar e formacao de linhas de pre-
cipitacao na regiao onde se encontrarem em proporcoes equivalen
tes (REIS, 1984). NAKAJIMA & USHIMI (1971) tambem descreveram
o teste de imunodifusao e mostraram que os Acs apareciam no so
ro uma a duas semanas apos o primeiro ataque febril e persis-
tiam por no minimo cinco meses.

No QUADRO 2 e nas FIG. 1 e 2 estao relacionados a ca
racteristica e a disposicao dos reagentes nas duas tecnicas.
A teitura do teste de imunodifusao e feita sob uma fonte de
luz intensa, com foco reduzido, contra um fundo escuro, a par-
tir de 24 horas apos a execucao do teste, 0 aparecimento ou ndo
de uma linha de precipitacao Que tenha identidade com o SR ira
determinar se o soro teste & ou nio positivo (COGGINS & PATTEN,
1970; PEARSON et alii, 1971; COGGINS et alii, 1972; NAKAJIMA,
1974; REIS, 1984).

COGGINS et alii (1972) detectaram Acs precipitantes
no soro de 111 poneis inoculados experimentalmente, o mesmo nao
ocorreu com o soro de 77 poneis mantidos como controle. Na majo-
ria dos soros,os AcsS foram-detectados em torno de tres semanas
apos a inoculacao. A relacao entre presenca de Acs e a infec-
cao com o virus foi determinada atraves da inoculagao do san-
gue de 84 cavalos sorologicamente positivos em 84 poneis, re-
produzindo-se a doenca. Quando foram inoculados os 'sangues de
77 cavalos negativos, nao ocorreu a infeccao nem a producao de
Acs. Antissoros preparados contra pirop]aémose, virus da arte-
rite eqllina, aborto eqlino a virus, peste eqllina africana nao
reagiram com o Ag de imunodifusao. Baseados em procedimentos es -
tatisticos,os pesquisadores conclufram que o teste possui.pelo
menos 95% de precisao para o diagnostico da AIE. NAKAJIMA &
USHIMI (1972) detectaram atraves do teste de IDGA a presenca de
Acs precipitantes em cavalos infectados com quatro amostras di
ferentes do V-AIE, nao observando nenhuma diferenga na reativi
dade. Em sete animais, foi pesquisada a presenca de Acs no cur-
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IMUNODIFUSAO EM PLACA (COGGINS e NORCROSS, 1970)

0,
OX®
®
OO

FIG. | - Disposigdo dos reagentes no placa

I,3e5 - Soros a testar

2,4e 6 - Soro de referencia ( controle)

A - Antigeno

IMUNODIFUSAD EM LAMINA ( NAKAJIMA e USHIMI, i971 )

I ErP T
n= lamina

® @@ FIG.2 - Disposido dos reagentes na lamina
,4,7,10,13816 - Soro de veferéncia

o @@ “ 2,3,5,6,8,9,11,12,14)5,[Te |18 -Soros a testar
® A - Antigeno
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so da doenca. 0s Acs comecaram a ser encontrados a partir de
dois a 10 dias apos o primeiro pico febril e permaneceram por
mais de um ano. A aplicacao da IDGA, ao nivel de campo, foi tes
tada por NAKAJIMA et alii (1972a) com 123 soros de animais diag
nosticados por criterios clinicos, hematologicos e histopatolo
gicos como positives para AIE e 1.782 negativos. Dos 123 soros,
78% foram positivos e dos 1.782 soros 1,5% foram positivos por
IDGA. Os autores concluiram que a IDGA e um metodo eficiente o
bastante para ser aplicado no diagnostico da AIE.

A caracterizaczo dos Acs envolvidos na reagao de i-
munodifusao foi feita por NAKAJIMA et alii (1971} e Mc GUIRE
(1977). 0s Acs precipitantes estdo presentes na fracdo da gama
globulina 75 do soro de cavalos infectados, sendo a IgG a prin
cipal ctasse envolvida na reagao.

0 teste de IDGA aprésenta algumas limitacoes,a sa-
ber: cavalos infectados nao reagem por IDGA durante o periodo
de incubac3o. Potros filhos de eguas positivas reagem positi-
vamente, devido a presenca de Acs maternos, durante cerca de
seis meses.

0 aparecimento de Acs precipitantes no soro de ani-
mais infectados foi estudado por .muitos autores {COGGINS &
NORCROSS, 1970; NAKAJIMA & USHIMI, 1971; COGGINS et alii, 1972;
NAKAJIMA & USHIMI, 1972; NAKAJIMA, 1973; NAKAJIMA, 1974; NAKAJIMA
et alii, 1974), podendo-se considerar que os Acs sdo detecta-
dos inicialmente 14 a 38 dias apos a inoculag¢do e persistem por
toda a vida do animal (HENSON & Mc GUIRE, 1974; NAKAJIMA, 1974).

Como o teste de IDGA nao diferencia Acs passivos de
Acs ativos, potros filhos de éguaé positivas poderao reagir po
sitivamente pelo teste estando ou nao infectados. KEMEN & COGGINS
(1972),estudando a transmissio da AIE de eguas infectadas,en-
contraram potros negativos antes de mamar o colostro e que se
tornaram positivos depois, mas nem todos haviam se infectado.
BURNS (1974),entre 20 potros filhos de eguas positivas, encon-
trou 18 soros positivos que se tornaram negativos com 65 a 182
dias de idade. Sendo assim,os soros de potros devem ser retes-
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tados apos seis meses.

Com o reconhecimento internacional de teste de IDGA
para o diagnostico de rotina da AIE, tem havido um esforco pa
ra sua padronizacdo, atraves de "check tests", efetuados perio
dicamente. Estes "check tests" consistem na comparacao dos re-
sultados do teste, obtidos pelos laboratorios participantes, em
baterias de 30 soros codificados, enviados por um dos laboratd
rios de referencia (Alfort, Ames). Iniciados em 1977 e realiza
dos em varios paises, inclusive no Brasil, tem sido demonstra-
do uma discordancia bem elevada entre os resultados obtidos, re
lativos aos soros fracamente positivas (REIS, 1984),

2.4, Tecnicas de producdo de antigeno (Ag) para o
teste de IDGA

0 antigeno precipitante para imunodifusao foi ini-
cialmente produzido por COGGINS & NORCROSS (1970), a partir de
triturado de baco de um ponei inoculado experimentalmente com
a amostra "Wyoming" do V-AIE. Cinco dias apds a inoculacdo, o
animal apresentou febre,sendo sacrificado no 100 dia. A sensi-
bilidade e especificidade do antigeno foram testados frente a
soros de animais sadios e animais inoculados com varias amos-
tras do VY-AIE. Segundo os autores,e importante selecionar ani-
mais que reajam severamente, apresentando febre tres a cinco
dias apos a infeccao. Ags preparados a partir de bagos, 18 dias
apos a inoculacao,irao apresentar reagoes fracas devido aos Acs
circulantes. | |

NAKAJIMA & USHIMI (1971), utilizando processos de pu
rificacao como u]tracentr1fugacao ecromatografia de troca 10n1
ca, obtiveram um antigeno purificado a partir de cultura deleu
cocitos infectada com amostra p337 do V-AIE. Testes feitos com
soros de animais inoculados experimentalmente com amostras an-
tigenicamente diferentes demonstraram que todos reagiam com 0
Ag, evidenciando-se, assim, a presenca de componentes grupo es
pecificos no virus. 0 antigeno produzido foi submetido acs tra
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tamentos: éter, congelamento, descongelamento e homogeneizacao
por mais de 10 vezes. 0 antigeno purificado mostrou o mesmo pa
drao de reatividade que apos os tratamentos.

HENSON et alii (1971)salem de congelar e desconge-
lar fragmentos de bacos de animais inoculados experimentalmen-
te, utilizaram triclorofluoretano e precipitacoes com solugoes
saturadas de sulfato de amonia para produzir Ag de imunodifu-
sdo. 0s antigenos foram testados frente a 110 soros de animais
entre negativos e soros de animais inoculados experimentalmen-
te com diferentes amostras de virus. Apenas 12 entre 83 soros
de animais inoculados nao reagiram com os Ags, sendo 10 colhi-
dos com 14 dias de inoculacdo e dois com 14 e 25 dias.

Na Franca, TOMA et alii (1971) tambem desenvolveram
o Ag inoculando quatro eqdinos com a amostra "Wyoming". Foram
feitos varios ciclos de congelamento e descongelamento segui-
dos de trituracado e ultracentrifugacdao. Foi feita tambem uma
titulagac do Ag e do soro de referéncia para padronizacao. Es-
te Ag resistiu ao tratamento com éfer, cioroformio e tripsina,
diminuindo a sua atividade apos acao da papaina e desaparecen-
do a atividade quando submetido a 50°¢C por 20 minutos ou mais.
A primeira caracterizacao do Ag extraido de baco foi feita por
NORCROSS & COGGINS (1971) : submetido a uma eletroforese e cro-
matografia, o antigeno precipitante foi descrito como uma pro-
teTna pequena com peso molecular de 27.500 daltons, coeficien-
te de sedimentacdo de 2,1 S, densidade de 1,18 e ponto isoele-
trico no pH 5,8.-

Um antigeno mais concentrado foi preparado por
NAKAJIMA & USHIMI (1972),a partir de cultura de leucocitos. O
antigeno foi concentrado em cem vezes por ultracentrifugacao,
tratado com eter e demonstrou antigenicidade igual ao vTrus-pg
rificado. Nao foi observada diferenca nos soros de animais in
fectados com diferentes amostras do V-AIE e nao ocorreu reacao
quando testado frente a soros de animais infectados com os vi-
rus da rinopenumonite e influenza eqfiina.

BOULANGER et alii (1972),utilizando processos de ex
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tracdo com eter e acetona,prepararam um antigeno a partir de
baco e utilizaram o teste de FC para padronizacao do Ag. CARRIER
et alii (1972) compararam 29 partidas de antTgehos preparados
segundo a tecnica acima descrita a partir de 11 bacgos. Obser-
varam que em cinco bacos foi possivel obter Ag com boa a otima
atividade antigenica, quatro apresentaram uma fraca atividade
e dois ndo apresentaram atividade mesmo apos concentracao. Ape
sar de utilizarem a FC para padronizacao enfatizam a importan—
cia da titulacao frente ao soro de reféréncia a ser utilizado
no teste, como o melhor metodo para avaliar o Ag.

A demonstrac¢ao da identidade antigenica entre o Ag
purificado a partir de <cultura de leucdcitos e o Ag extraido
de baco foi feita por NAKAJIMA et alii (1972b), comparando-o0s por
imunodifusao frente ao soro controle positivo,

UEDA et alii (1973) tambem compararam os Ags produ-
zidos a partir de baco e de cultura de leucocitos. Utilizando
filtracao em Sephadex G100 e imunceletroforese, observaram que
0 Ag derivado de baco era uma molecula menor do que o Ag deri-
vado de cultura de leucocitos, mas que possuiam determinantes
antigenicos em comum.

0 tiocianato foi empregado para extrair Ag de bacgo
por HART & BROSSARD II (1973). Por processos de congelamento e
descongelamento, muitos bacos nac se mostraram como boas fon-
tes de Ag. Apos tratamento com tiocianato, a recuperacao de Ag
aumentou significativamente, mesmo nos bacos considerados ina-
dequados para a producac de Ag. A concentracao de tiocianato re
comendado (0,5 M) nao afetou a reatividade do Ag.

Com um simp]es processo, que incluia ultracentrifu-
gacao, tratamento com eter e Tween 80, NAKAJIMA et alii (1973)
conseguiram obter um volume consideravel de Ag (20 m1) a par-
tir de 3000 ml1 de sangue de cavalo. Este Ag apresentou um ti-
tulo por IDGA de 1:32, considerado excelente pelos autores. Ain-
da no mesmo trabalho foi preparadoc Ag a partir de soro, .figa-
do, bago, pulmao, medula ossea, rins linfonodos, timo e muscu-
lo cardiaco de um cavalo inoculado experimentaimente, 0s melho
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res resultados foram obtidos com baco e figado.

Com os objetivos de eliminar o risco de contamina-
¢ao com outros virus e a variacao individual dos doadores de
leucocitos e de bagcos, MALMQUIST et alii (1973) desenvolveram,
pela primeira vez,o Ag a partir de linhagem continua. Uma 1i-
nhagem de derme eqliina (ED-ATCC57) foi infectada com a amostra
"Wyoming" do V-AIE e replicada a cada cinco a dez dias. Foram
preparados dois tipos de Ag, um a partir das celulas e outro
a partir do sobrenadante dos cultivos. 0 sobrenadante, que de-
monstrou ser a melhor fonte de Ag, foi tratado com polietileng
glicol (Peso Molecular = 20.000, 6.000 ou 4.000) e com &ter.
As dilui¢oes, quando necessarias, eram feitas com tampao bora-
to pH 8,6. A concentracao relativa dos Ags foi determinada por
IDGA com o soro de referéncia e por imunodifusaoc radial. Duran
te o periodo (25 passagens) em que a linhagem persistentemente
infectada foi replicada, nao foi observado nenhuma mudanca sig
nificativa na taxa ou padrao de crescimento das celulas, assim
como nao foi observado o aparecimento de efeito <citopatico. A
11bera¢50 de Ag no sobrenadante ocorreu entre o sexto ao oita-
vo dia apds o replique das células persistentemente infectadas.

MALMQUIST & BECVAR (1975) identificaram, por IDGA
e imunodifusao radial, a presenca de dois componentes antigéni
cos diferentes, quando compararam o Ag produzido a partir de

sobrenadante e a partir das celulas dermais persistentemente
infectadas.

KONO (1976) tambem desenvolveu o Ag para IDGA a par
tir de cultivo celular,so que usando uma cultura de celulas de
rim de cavalo. A linhagem persistentemente infectada com o V-
AIE era replicada a cada sete dias e o sobrenadante concentra-
do com 6 a 8% de polietileno-glicol (PM = 6.000) ou por ultra-
centrifugacao. 0 titulo do Ag foi determinado por IDGA e FC e
demonstrou o mesmo padrao de reatividade do Ag preparado a par
tir de cultura de leucocitos quando testados frente a 111 so-
ros.

HART et alii (1976) empregaram pela primeira vez a
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cromatografia de afinidade com o objetivo de purificar o Ag pro
duzido a partir de baco. Testaram ainda a estabilidade do Ag
em diferentes pH e determinaram o peso molecular do Ag purifi-
cado. Um Ag parcialmente purificado pelo metodo descrito por
HART & BROUSSARD II (1973) teve o seu pH ajustado para 4,5 e
foi precipitado com solucac saturada de sulfato de amonia. Apos
conjugagao cCom Sepharose 4B ativada com CNBR* ja liga-
da ao Ac anti V-AIE, o Ag purificado foi eluido da coluna com
o tampdo fosfato 0,1 M, cloreto de sodio 0,15 M e tiocianato 3,0
M pH 7,3, sendo as fracles que apresentavam absorvancia z a 0,1
(leitura em 280 nm) dializadas frente a tampdo borato 0,15 M
pH 8,7. Apos a dialise, as fracoes eram concentradas com poli-
vinilpirrolidona e testados por IDGA. O Ag purificado tinha con
centracao final de 0,8 mg/ml e PM de 7.600 daltons e nao teve
perda de atividade sorologica quando submetido a pH 4,5 a 10,0
durante 24 horas mas em pH 4,0 teve perda parcial e pH 3,0 per
da total.

A tecnica de purificacao por cromatografia de afi-
nidade foi tambem empregada por SUGIURA & NAKAJIMA (1977) em
Ag preparado a partir de cultura de derme eqliina persistente-
mente infectada com V-AIE. Apos concentragao com polietileno-
glicol (20.000) a 4% o Ag, foi tratado com &ter e aplicado a co
luna de Sepharose 4B ativada com CNBr 4B*, previamente conjuga
da com Ac anti V-AIE. 0 Ag foi eluido da coluna com cloreto de
magnesio 5 M e demonstrou estar 50 vezes ou mais purificado do
que o Ag inicial. A recuperacao do Ag foi completa e,para com-
provar o seu grau de pureza,fdi testado frente a soro anti-bo-
vino, considerade o maior contaminante no Ag inicial, nao sen-
do observada. nenhuma reacao por IDGA. Isto indicou que o Ag ob-
tido por cromatografia de afinidade estava livre de soro bovi-
no. Para pesquisar a influencia do soro bovino em antigenos
derivados de cultivo celular na formacdo de linhas de precipi
ta¢ao com alguns soros, GASKIN et alii (1977) testaram varios

* Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala Sweden.
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soros de animais vacinados com vacinas comerciais contra viro-
ses eqltinas. 0 trabalho demonstrou que as proteinas do soro bo
vino presentes nas vacinas produzidas a partir de cultura de
tecidos induziram o aparecimento de Acs precipitantes que rea
giam com as proteinas de soro bovino, tambem presentes nos Ags
derivados de derme eqllina. Por imunoeletroforese, demonstraram
que 0s principais componentes do soro bovino que reagiam com
Acs eram a albumina e varias globulinas.

UtilTizando uma amostra do V-AIE isolada na Argenti-
na (Cepa MAG-78), PAULI et alii (1982) inocularam cinco eqlii-
nos e cultivos primarios de celulas renais de feto eqllino para
producao do Ag. Com o sobrenadante dos cultivos ultracentrifu-
gados e tratados com eter,nao conseguiram obter Ag precipitan-
te. A partir dos bacos foi feita uma purificacao parcial que
compreendia: congelamento e descongelamento, centrifugacao, pre
cipitacao com solu¢ao saturada de sulfato de amonia, didlise
frente a tampao pH 5,0 e concentracdo com triton ¢,1%. Foi pos-
sivel,assim,obter um Ag de dtima qualidade. Uma maior purifica
¢ao foi obtida por cromatografia de afinidade onde os autores
empregaram a mesma metodologia descrita por SUGIURA & NAKAJIMA
(1977). 0 Ag purificado apresentou um baixo conteldo proteico
inespecifico e excelentes perfis de identidade com os padrdes
internacionais.

NAKAJIMAﬂ em uma revisao sobre virologia, sorologia
e diagnostico da AIE, afirma que uma otima relagcac Ag/Ac deve
ser conseauida no teste de imunodifusao. Para isto o Ag de-
vera possuir uma concentracao tal que possa ser ajustado para
oito unidades (diluicao 1:4) antes de ser utilizado frente a so
ros de campo. Relaciona ainda as qualidades que um Ag precipi-

' NAKAJIMA, H. Equine Infectious Anemia. Recent research on
the virology, serology and diagnosis. Comunicao Pessoal.
1984. Tsukuba-Gun, Japan (National Institute of Animal
Health, Kamondai 3.1.1, Yatabe-machi, Tsukuba-Gun Ibaraki-
Ken, Japan-30b}.




18

tante para o diagnostico da AIE: 1) o Ag deve ser identico em
sua reatividade ao Ag preparado a partir de V-AIE, altamente pu
rificado; 2) deve reagir identicamente contra as amostras de so
ro de cavalos infectados com qualquer amostra de V-AIE; 3) for
mar somente uma linha distinta de precipitacao contra o soro
de referencia positivo; 4) reagir com qualquer amostra de soro
que contenha Acs precipitantes, variando de alta a baixas ta-
xas de titulo; 5) ndo mostrar qualquer reacao especifica con-
tra amostras de soro de cavalos nao infectados.

BOUILLANT et alii (1986) conseguiram adaptar o V-AIE
a linhagem celular de timo de cao {(CF2Th-ATCC-CRL 1430} e ob-
ter Ag por 100 passagens seriadas. Baseados nas pesquisas de
BENTON et alii (1981) que conseguiram infectar linhagens celu-
lares tumorais originarias de cdo e de gato, estes pesquisado-
res demonstraram que seria possTve] produzir grande quantidade
de Ag a partir de uma linhagem infinita e persistentemente in-
fectada. A pesquisa do virus nas celulas era feita por imuno-
fluorescencia, microscopia eletronica e imunodifusao,nao sendo
observada nenhuma alteracao morfb]ﬁgica celular e nem o apare-
cimento de efeito citopatico.

2,5. Diagnostico da A.I.E. no Estado de Minas

Gerais

A AIE foi diagnosticada pela primeira vez no Estado de
Minas Gerais por BATISTA & FONSECA (1971) em um cavalo da raca
PSI de sete anos de idade, atraves de exames clinicos, labora-
toriais e inoculacao em eqliino sadio.

O0s trabalhos de diagnostico por IDGA foram inicia-
dos em novembro de 1973 no departamento de Medicina Veterina-
ria Preventiva da UFMG. No Brasil a IDGA foi reconhecida como
teste oficial de diagnostico em 1974.

REIS (1974) pesquisando o titulo de Acs precipitan-
tes em 63 amostras de soros positivos a IDGA e colhidos a cam-
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po, em Minas Gerais, encontrou o maximo de 1:28. Mais de 40%
dos titulos estavam entre 1:32 e 1:128.

0 SERSA controla desde 1974 os laboratorios creden-
ciados a executar o teste de IDGA para AIE. Na TAB. II estao
relacionados os dados relativos a aplicacao da IDGA no Estado.
Os dados de 1989 foram computados ate o mes de agosto e em 17
anos foram testados 288.645 soros sendo 2.914 positivos para
AIE,
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TABELA II - Anlicagao do teste de imunodifusao em AIE, en eqtlideos, no
Estado de Minas Gerais, no periodo de 1973-1989
Ano Total de testes Positivos % positivos
73 147 19 12,9
74 1.777 133 7,48
75 2.534 26 1,0
76 2.773 09 0,32
77 5.144 39 0,76
78 6.690 09 0,13
79 10.252 210 2,05
80 14.317 275 1,92
81 12.808 193 1,51
82 16.864 130 0,77
83 20.377 332 1,63
84 24.091 162 0,75
85 30.062 329 1,09
86 44.945 559 1,24
87 39.604 266 0,67
88 31.764 134 0,42
89 24.496 69 0,28
Total 288.645 2.914 1,01

« Fontes: REIS (1984) e SERSA - Ministério da Agricultura
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3. MATERIAL E METODOS
3.1, Obtencao de Ag a partir de baco

3.1.1. Virus

Foi utilizado, como fonte de virus, sangue infecta-
do com a amostra "Wyoming" do V-AIE cedido pelo Dr. L. Coggins.
Foram feitas passagens (de numero desconhecido) em eqttinos jo-
vens e negativos para AIE pelo teste de IDGA. 0 sangue foi man
tido a -70°C até o momento da inoculacio.

3.1.2. Animais

Foram doados pela Policia Militar do Estacdo cinco
cavalos com idade variando de seis a dezoito anos. 0s animias
eram mantidos em baias teladas na cavalarica do Laboratorio Na
cional de Referencia Animal - Divisdo Tecnica - Pedro Leopol-
do - MG e, ao chegar, foram vermifugados e testados para AIE ,
atraves da prova de IDGA. Durante um periodo minimo de cinco
dias era feito o controle termico dos animais, com a tomada de
temperatura pela manha e a tarde, com a finalidade de determi-
nar a curva térmica normal de cada animal.

3.1.3. Inoculacao

Foi feita a inoculacao intra-venosa, com um volume
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de 100-150 m] de sangue infectado, previamente desfibrinado,
congelado e descongelado tres vezes e centrifugado a 1500g por
15 minutos. 0 sobrenadante era utilizado como indculo.

3.1.4, Acompanhamento dos animais

Diariamente era feita uma observagdo no quadro cl17-
nico dos animais, assim come termometria, peia manha e a tar-
de. 0s animais foram mantidos por um periodo que variou de no-
ve a onze dias dependendo da apresentacdo de pico febril (tem-
peratura > 39°C). |

3.1.5, Sacrificio dos animais

0 sangue dos cavalos era colhido em erlenmeyr de
dois 1itros, contendo pérolas de vidro para desfibrinar. Em se
guida, eram injetados 6 ml de adrenalina por via endovenosa na
diluicao de 1:100. Passados 30 minutos os animais eram sacrifi
cados por eletrocucao (110 volts).

Apos o sacrificio o abdomen era aberto e o baco co-
lThido assepticamente e transportado em isopor para o laboratd-
rio.

3.1.6. Processamento do baco e extracao do Ag

No laboratorio, o bago era fragmentado em pedacos
de 50 a 100 g, embalado em sacos plastico e armazenado a -709C.

Fragmentos contendo um total de 85 a 180 g eram con
gelados (-70°C) e descongelados (37°C) no minimo dez vezes an-
tes de iniciar a extracao. Em seguida era retirada a capsula
do baco, com auxilio de-pinca e tesoura e os fragmentos pica-
dos ate formar uma massa homogénea.

Baseada na técnica descrita pelo Instituto Columbia
no Agropecuario*, foi feita a extracio do Ag com algumas modi-

* Instituto Colombiano Agropecuario, Bogotd. Purificacdo de antigenos espe’
ciais: Anemia Infecciosa Eqdina (AIE), a partir de bazo equino.
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ficacoes, compreendendo:

. trituracao e homogeneizacao em liquidificador, com
pequenas quantidades de tampao borato pH 8,6 (1,0 ml/g de ba-
¢o), trés ciclos de tres minutos, interclados com resfriamen-
to durante cinco minutos a —7006;

a sequir, a suspensao de baco foi submetida a dois
ciclos de congelamento (-70%C) e descongelamento (37°C);

centrifugacao a 16.300 g por 15 minutos a 4°C;

. 0 sobrenadante era tratado com eter etilico  (um
volume para dois volumes de sobrenadante) e mantido sobre agi
tacio magnética por 24 horas a 4°C;

apos 24 horas o eter era extraido com auxilio de
uma bomba de vacuo, com 600 mm Hg de pressao, intercalando-se
com agitacao magnetica;

extraido o eter, completamente, a suspensao de ba
¢co era centrifugada a 12000 g por 15 minutos a 4°C;

o sobrenadante era precipitado com solucao satura
da de sulfato de amonia, na proporgao de 50%, gota a gota, e
deixando em agitacdo por uma hora a 4°C;

centrifugacao da suspensao a 12000 g por 15 minu-
tos a 4°C e reconstituicio do sedimento com tampdo borato
pH 8,63

segundo tratamento com solucao saturada de sulfa-
to de amonia, na proporc¢ao de 45%, deixado em agitacao por u-
ma hora a 4°C;

. a suspensao era centrifugada a 1020 g por 30 minu
tos a 4°C;

. reconstituiu-se o sedimento para a metade do volu
me inicial com tampao borato pH 8,6. A suspensao resultante e
ra dializada frente a solucdo salina 0,15 M a 4°C até a com-
pleta eliminacao do sulfato de amonia;

concentrava-se com poiietilenoglicol (PEG- 6000) se
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guido quando necessario de centrifugacgao a 27.000 g por 30 mi
nutos a 4°C.

3.1.7. Purificacao do Ag por cromatografia de afini
dade

Devido ao alto conteudo proteico inespecifico do Ag
extraido de bago, foi empregada a tecnica de purificacao por
cromatografia de afinidade com sepharose 4 B ativada com
CNBR*, compreendendo as seguintes etapas:

purificagao de imunoglobuiinas a partir de um so-
ro forte positivo para AIE, com titulo 1:32 por IDGA: foi em-
pregada a tecnica de purificacdao de imunoglobulinas descrita
por LIMA & SILVA (1970) utilizando DEAE-celulose. Apos a recu
peracao das imunoglobulinas era feita a determinacao da con-
centracao protéica pelo metodo de Lowry, modificado por HARTREE
(1972). Em cada dosagem foi utilizada uma solu¢ao padrao de
albumina que representava o ponto medio na curva de calibra-
cao. As leituras foram realizadas em espectofotOmetro**;

preparacao do gel - a sepharose ativada foi hidra
tada com acido cloridrico 1 mM e lavada com tampao de ligacio
(tampao borato pH 8,6) segundo a tecnica descritépor PHARMACIA
FINE CHEMICALS (1974);

conjugacao do gel a solucao de imunoglobulinas - a
solucdo de imunoglobulinas foi dializada frente a tampao bora
to pH 8,6 e em seqguida ligada ao gel numa proporgao de'aproxi
madamente 20 mg por grama de gel, dissolvida em témpéo borato
pH 8;6. Foram em sequida mantidos sob agitacao por 18 horas a
40C; -

bloqueio dos sitios ativos residuais - apos cen-
trifugacao a 120 g por 15 minutos a temperatura ambiente era

* Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden.

** Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan/Modelo UV-240,
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feito o bloqueio com etanolamina* (2 amino etanol) 1 M pH 9,0,
sob agitacao a 4°C durante duas horas. Em seguida, o gel era
lavado por dois a tres ciclos consecutivos com tampao borato pH
8,6, cloreto de sodio 0,5 M e tampao acetato de sodio 0,1 M pH
4,0, cloreto de sodio 0,5 M;

preparacao da coluna - em uma seringa plastica me-
dindo 9,5 cm de altura por 2,0 cm de diametro interno foram co
locados de 5 a 10 m1 de gel. A coluna assim preparada foi arma-
zenada a 4°C até o momento de uso;

aplicacao do Ag - apos dosar a concentracao protei
ca do Ag, este era aplicado a coluna na proporgao de 4 a 10 mg

por ml de gel e deixado durante 18 horas a 4%¢;

eluicao do Ag - era feita utilizando-se os seguin-
tes tampoes: tampao fosfato 0,01 M pH 6,5; tampao fosfato 0,01
M pH 4,5; tampao cloreto 0,06 M pH 2,0; tampao fosfato 0,01 M
pH 7,5; tampdo Tris 0,01 M pH 8,0; tampao Tris 0,01 M pH 10,0.
Todos os tampoes possuiam cloreto de sodio 0,15 M. Os tampoes
eram aplicados ate que a densidade otica a 206 nm fosse prati-
camente nula. Eram colhidas fracoes de 2 ml em um fluxo de 30
ml/hora a temneratura ambiente. As fracoes cujas densidades o-
ticas fossem maior do que 0,01 eram reunidas, dializadas fren-
te 2 salina tamponada (PBS) e concentradas com PEG6000 ate ob-
ter-se, no teste de IDGA, uma linha de precipitacao. Em um ex-
perimento piloto foi determinado o pico de eluicao do Ag puri-
ficado e a partir de entao, apenas as fracoes que eluiam neste
pico eram colhidas. As fracoes reunidas e dializadas passaram
a ser liofilizadas e reconstituidas com o volume minimo neces-
sario para o aparecimento de linhas de precipitagao. Uma vez
demonstrada a presenca do Ag por IDGA, este era diluTdo ao do-
bro e testado frente aos soros de referencia, negativos e posi
tivos.

recuperacao do gel - tampao Tris 0,1 M pH 8,5, tam
pac acetato de sadjq 0,1 M pH 4,5, ambos com cloreto de sodio

* Ridel-de Haen.
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0,5 M foram aplicados em um volume de dez vezes o volume do gel.

0 gel foi armazenado com tamnao borato pH 8,6 cloreto de sodio
0,5 M a 4°¢C.

3.2. Obtencao de Ag a partir de linhagem celular

3.2.1. Virus

A amostra utilizada foi a cepa "Wyoming", originaria
de sangue de poneis com a forma tipica da doenca, adquirida jun-
to a American Tvpe Culture Collection (ATCC)* sob o nUmero 778,
tendo sido replicada em 1ighagem celular de derme eqllina por
20 vezes, com titulo de 10 TCIDs,/ml.

3.2.2. Linhagem celular

Foi utilizada a linhagem celular-Equine Dermis (ED)-ATCC-57*,
recebida na 143 passagem, com um numero estimado de 2,1 x 10°
celulas.

3.2.3. Estoque de celulas

Apos o descongelamento da l1inhagem ED foram feitos
tres subcultivos consecutivos até o primeiro congelamento na
173 passagem com a concentracao de 3,0 x 10°% celulas por ml.

Meio de crescimento das células - foi utilizado 0
meio minimo Essengial Eagle (modificado) - MEM** com 10% de so
ro fetal. Meio de manutencdo das celulas MEM com quantidades de
crescentes de soro fetal ate as ultimas passagens mantidas sem
soro fetal. Foram acrescentados aos meios glutamina - 584 mg,
penicilina G potassica - 200.000 UI, sulfato de estreptomicina

* American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA,.
** Interlab ~ Distribuidora de Produtos Sao Paulo - SP.
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- 200 mg e fungizona - 0,5 mg por litro de meio.
3.2.4. Inoculacdo do virus

Na 192 passagem da linhagem ED, com um numero estimado
de 4,0 x 10° células, foi feita a inoculacao de 0,3 ml do vi-
rus em garrafa de 5,0 x 5,5 cm, deixado adSorver por uma hora
a 37°C. Apds este periodo, a monocamada foi lavada com PBS e a
crescentado o meio MEM contendo 3% de soro fetal. Paralelamen-
te, foi mantido um controle.

0 cultivo infectado e o controle foram mantidos por
um periodo de 13 dias a 37°C, com observacdes diarias. Apos es
te periodo foi feito o primeiro subcultivo da Tinhagem celular
ja infectada.

3.2.5. Subcultivos da linhagem infectada

Foram feitos subcultivos semanais da linhagem ED in-
fectada. 0 sobrenadante colhido era fracionado para teste.

A partir do oitavo subcultivo da ED infectada, foram
introduzidos tres novos procedimentos:

diferenciacao dos meios para crescimento e manuten
cao das celulas em filtrado e autoclavado segundo YAMANE et
alii (1968);

duas coletas de sobrenadante - uma com o meio de
crescimento, contendo 10% de soro fetal, sete a oito dias apos
o repique. Outra, quatorze dias apos o repique, quando era uti
lizado o meio de manutencao;

introducdo de células nao infectadas no sistema (co-
cultivo), a partir do nono subcultivo para impedir que a cont
nua passagem da linhagem ED infectada pudesse alterar a taxa
de crescimento do cultivo.
Foram mantidas tambem linhagens persistentemente in-
fectadas sem cocultivo assim como um controle de celulas nao
infectadas. |
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3.2.6., Pesquisa do Ag no sobrenadante

Baseado na tecnica descrita por AMBOROSKI et alii
(1979), foi feita a pesquisa de Ag nos sobrenadantes colhidos
apos o terceiro subcultivo da linhagem ED infectada. Era reti-
rada uma aliquota para teste e o restante armazenado em freezer
a -10°c.

A tecnica compreendia:

Um volume de 10 ml era tratado com wuma solugcao de
PEG 6000 a 40% e deixado em repouso por 18 horas a 4°c. A sus-
pensao era a seguir centrifugada, 12.000 g durante 30 minutos
a 4°C e o sedimento ressuspenso em 0,4 m} de tampao boratc pH
8,6. Um volume igual de eter etilico era adicionado a suspen-
sdo e mantidos sob agitac3o durante 18 horas a 4°C. A remocao
do eter foi feita utilizando-se uma bomba de vacuo com pressao
de 600 mm Hg. A suspensao resultante era testada por IDGA fren
te ao soro referencia.

3.2.7. Extracao,concentrac¢ao e purificacdao do Ag

A obtencao do Ag a partir da linhagem ED infectada
foi baseada na tecnica descrita por MONTELARO et alii (1982)
para obtencao das proteinas virais, com algumas modificacdes.

Eram utilizados entre 380 a 500 ml de sobrenadante
de diferentes passagens. Um tratamento com uma solucgaoc a 40%
de PEG 6000 era feito durante 18 horas a 4°C. SeguiaQse centri
fugacao a 12.000 g durante 70 minutos. O sedimento era ressus-
penso em tampao borato pH 8,6 para um volume 50 vezes menor do
volume original. A suspensao concentrada era submetida a ultra-
centrifugacao (39.000 g) em uma solucao de sacarose a 10% du-
rante duas horas a 4°C. 0 sedimento, Suspenso em tampao fosfa-
to 1 mM pH 7,2 era tratado com eter etilico, na proporcac de
1:10, sob agitacao constante, 45 minutos a 4°C, 0 &ter era re-
movido com auxilio de uma bomba de vacuo e a suspensdo armaze-
nada a -70°C até a realizacdo dos testes.
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3.3. Purificacao parcial da solu¢ao de Imunoglobuli-
na G (IgG) para utilizacao como referencia

0 soro de um cavalo positivo para AIE pelo teste de
IDGA foi utilizado para purificacao de imunogliobulinas. A par-
tir da tecnica descrita por McKINEY & PARKISON (1987), com al-
gumas modificacoes, foi feita a purificacao conforme descrito
a sequir:

Foi ajustada a concentracao proteica do soro para 70
mg/ml com H,0dd e em seguida aquecido a 56°C durante 15 minu-
tos. Centrifugado a 650 g durante 15 minutos, o sobrenadante te-
ve o seu pH ajustado para 4,5 com acido acetico 0,1 M. A preci
pitacio das proteinas do soro foi feita com acido caprilico* ,
adicionado gota a gota, a 8,7% sob agitacao vigorosa durante
30 minutos a 4°C. A suspensao foi em seguida centrifugada a
16.300 g por 30 minutos a 4°C ¢ o sobrenadante dializado fren-
te a salina 0,85% ou PBS durante 18 horas. A solucao foi a se-
guir precipitada com sulfato de amonia a 45%, sob agitacao du-
rante 30 minutos a 4°C. 0 precipitado foi centrifugado a 5.000
g por 15 minutos a 4°C e o sedimento ressuspenso com PBS para
10% do volume original. A suspensao resultante foi dializada
frente a PBS, durante 18 horas a 4%¢c e centrifugada a 5000 g a
4°C. 0 sobrenadante colhido foi testado por IDGA e concentrado
com PEG 6000. Foi feito ainda um PAGE do soro e da solucao de
IgG resultante. A padronizacao com os Ags foi feita pela titu-
lacao em bloco.

3.4, Testes com 0s Ags
3.4.1. IDGA

Baseado nas tecnicas descritas por COGGINS & NQRCROSS
(1970) e NAKAJIMA & USHIMI (1971), REIS! adaptou as duas tec-

* Ridel.

) Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva - EV/UFMG.
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nicas, resultando:

Preparacao do Agar Noble* a 1% - era dissolvido em tam-
pao borato pH 8,6, sob fervura durante 30 minutos.

. Preparacao das laminas - Jaminas de microscopia
comuns (26 x 76 mm) isentas de arranhaduras e mantidas em solu
¢ao alcool-eter (50%) eram usadas para distribuicao de 4,5 ml
do agar. Apos solidificacao, 6 agar era perfurado com furador
composto de sete orificios, sendo um central e seis periferi-
cos ao redor, em circulo. 0s orificios distam 3 mm um do outro
e possuem de 3,5 a 4,0 mm de diametro. Eram feitos tres conjun
tos de perfurac¢oes por lamina. Apos a remocio do agar, com o
auxilio de uma bomba de suc¢do, as laminas eram mantidas em ca
maras Umidas a 22-25°C.

Teste dos antigenos - os Ags eram diluidos ao do-
bro em tampao borato pH 8,6 atée a diluicao 1:16 e testados fren-
te ao soro reagente**, soros negativos e soros positivos.

A leitura das laminas era feita 24, 48 a 72 horas a-
pos, com auxilio de uma fonte de luz indireta.

3.4.2. Titulacao em bloco

Para padronizar o Ag e a IgG anti V-AIE (a ser utili
zada como referencia nos testes), foram feitas diluigoes da
IgG de 1:2 ate 1:128 e dos Ags ate 1:32. Em laminas preparadas
conforme o item 3.4.1., as diluicoes da I1gG foram distribuidas
nos orificios centrais e as diluicOoes dos Ags, nos orificios pe
rifericos. Foram escolhidas as diluicoes de Ag e IgG que forma
ram linhas mais claras e nitidas tanto frente a altas quanto a
baixas diluicoes.

3.4.3. Teste frente a soros de camno

Padronizadas as dilui¢oes do Ag com a IgG, foi feite

* Pifco Laboratories - Detroit. Michigan-USA
** "Kit" de diagnostico - Pitman-Moore-Inc. Washington crossing, PVJ.,USA.
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0 teste de IDGA frente a soros de campo. Foi escolhida uma ba
teria de 120 soros, dentre os soros recebidos pelo Departamen-
to de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria ,
para o diagnostico de AIE. Esta bateria era composta de 60 so-
ros negativos e 60 soros positivos. Entre os ultimos, havia u-
ma variacao de fracos, positivos e fortemente positivos, es-
tando tambem incluido o soro internacional de referencia (S.I.R.),
fornecido pela Universidade de Alfort na Franca. A leitura 0
soro referencia (IgG anti V-AIE) formou uma linha de precipita
cao visivel, equidistante do Ag e 0s soros positivos formaram 1i-
nhas de identidade com a do soro de referéncia. Quando a linha
de referencia continuou em direcdo ao soro teste sem se curvar,
este foi considerado negativo. Scoros com reacoes fracas nao fo
ram identificados antes de 48 horas, podendo aparecer apenas
um ligeiro desvio para dentro da linha de referencia, em dire-
¢cao ao soro teste. Em soros com altos titulos, a reagdo apare-
ceu apenas como uma faixa clara de precipitacao, neste caso a
linha de referencia terminou no meio do seu trajeto normal. Rea
coes fracas e duvidosas foram retestadas.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

Os Ags obtidos a partir de baco, cromatografia de a-
finidade e Tinhagem ED infectada foram submetidos a eletrofore
se em gel de poliacrilamida.

0 PAGE em presenca de duodecilsulfato de sodio {SDS)
foi realizado segundo LAEMMLI (1970) em placas de vidro medin-
do 21 cm de largura com um espaco de 1,5 mm entre as mesmas. 0s
geis de separacao continua e de empilhamento foram usados nas
concentracoes 12,5% e 5% respectivamente.

Utilizou-se um pente para moldar o gel de empilhamen
to com 11 escaninhos (6 mm x 0,8 mm) onde as amostras foram a-
plicadas. As preparacoes foram diluidas (volume a volume) em
tampao de amostra: Tris hidroximetil aminometano (Tris) 0,025

mM pH 6,8; SDS 2%; glicerol 10%; beta mercaptoetanol 2,4%, e
azul de bromofenol 0,6%. '
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0 volume aplicado foi de 50 pl. Os seguintes padrdes
de proteina foram utilizados: 1isozima, ovo {14,300), beta-Tac
toglobulina, bovina (18.400), tripsinogénio, bovino (24.000),
altbumina, ovo (45.000), albumina, bovina (66.000)%*.

0 tampao de corrida (glicina 4,4%; Tris 3% e SDS
0,5%) foi diluido a 1:10 no momento de uso. As corridas dura-
vam cinco a seis horas, com voltagem constante (100 volts) em
temperatura ambiente. Em segquida, o gel foi fixado em metano]l
40% e acido acético 10% por 30 minutos e 10% de metanol e 5%
de acido acetico durante 12 a 18 horas. Foi corado pelo método
da prata, sequndo MERRIL et alii (1981).

* Sigma Chemical Company - Saint Louis, Missouri, USA.
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4, RESULTADOS
4.1. Obtencao de Ag a partir de baco

Na FIG. 3, estao demonstradas as curvas termicas dos
cinco cavalos inoculados com o V-AIE. Os animais foram sacrifi
cados um dia apos terem anresentado o pico de temperatura, e
os bacos foram extraidos para producao do Ag.

Na TAB. IIl estao caracterizados os Ags produzidos a
partir dos cinco bagos utilizados, relacionando-se o peso dos
fragmentos com o volume final obtido. 0 titulo dos Ags foi de-
terminado comparando-se dilui¢oes dos Ags frente ao SR e a
classificacao foi feita baseada na nitidez das linhas de preci
pitacao.

0s Ags 21 e 23 que apresentaram reacao classificada
como excelente, foram titulados frente a 1¢gG purificada, para
padronizacao. 0s Ags foram padronizados na diluicao 1:2 e a
IgG na diluicao 1:16. 0s resultados da titulagao dos dois Ags
estao na TAB. IV. 0 teste dos Ags 21 e 23 frente aos 120 soros
apresentou o mesmo resultado obtido com o Ag de referencia, in
clusive com o S.I.R. Apenas as linhas de precipitacao nao fo-
ram tao nitidas quanto comparadas com o Ag de referencia, 0
gue pode ser observado na FIG. 4. Nos Ags submetidos ao PAGE pode-
se observar a presenca de uma banda de migracao na mesma altu-
ra do padrao de peso molecular 24.000. Na FIG. 5 podemos anali
sar o perfil eletroforetico do Ag 13. '
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O0s Ags que foram submetidos a cromatografia de afini
dade estao caracterizados na TAB. V. Na FIG.6, esta demonstra-
do um perfil tipico de eluicao do Ag purificado por <cromato-
grafia de afinidade, As fracdes com densidade otica a 206 nm
que integraram o pico aue eluiu com tampao cloreto pH 2,0 fo-
ram reunidas e tratadas de acordo com o descrito em materiais
e metodos. 0 Ag purificado apresentou-se claro, 1impido e com
baixo conteudo proteéico. Todos os Ags purificades demonstraram
uma antigenicidade excelente e especifica quando testados fren
te a soros positivos. Na titulagdo com o SR, obteve-se titulos
que variaram de 1:1 a 1:4.

0s Ags purificados apresentaram uma banda de migra-
¢ao difusa, localizada um pouco acima do padrao de peso molecu
lar 24.000. Na FIG., 5 podemos observar o Ag 13 purificado por
cromatografia de afinidade.

4.2. Obtencao de Ag a partir de linhagem celular

A linhagem celular ED foi infectada na 192 passagem
e mantida por mais 16 passagens. No total de 35 passagens, nao
foi observada nenhuma alteragao nas celulas. Apos a inoculagao
do V-AIE, foi mantido um controle com celulas nao infectadas.
Nenhum efeito citopatico foi observado durante as 16 passagens,
mas a continua replicagcao do virus foi confirmada a partir da
quinta passagem, pela presenca do Ag no sobrenadante das celu-
las.

Quando come¢aram a ser feitas duas colheitas de so-
brenadante na linhagem ED persistenetmente infectada e 0s
meios utilizados para crescimento e manutencao das celulas pas
saram a ser diferenciados em filtrado e autoclavado, pode-se
observar algumas diferencas na pesquisa dos Ags por IDGA. Na
TAB. VI e feita a comparacao entre os meios, baseada na pesqui
sa do Ag no primeiro sobrenadante colhido entre a oitava e a
168 passagens. No segundo sobrenadante colhido em cada passa-
gem ja com o meio de manutencao e onde a quantidade de soro fe
tal variou de zero a 5%, nd3o foi observada diferenca entre os
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dois tipos de meio. Tanto no meio autoclavado gquanto no filtra
do a porcentagem de reacao negativa ou fraco positiva foi de
42,31% e de reacao positiva ou forte positiva 7,69%.

0 cocultivo, iniciado na nona passagem da linhagem
infectada, nao alterou a producao do Ag, que continuou a ser
detectado no sobrenadante na mesma proporcao do cultivo manti-
do com as celulas originais.

Na TAB. VII, estao caracterizados os Ags produzi-
dos a partir da linhagem ED persistentemente infectada. Estao
relacionados os sobrenadantes que deram origem aos Ags com seus
volumes e classificacoes quando testados frente ao SR. A titu-
lacdo do Ag obtido foi feita frente ao SR.

Trés Ags (4, 5 e 12) que apresentaram titulo 1:16
quando testados frente ao SR foram titulados frente a IgG puri
ficada para padronizacao. Os Ags 4, 5 e 12 foram padronizados
na diluicao 1:4 e a IgG na diluigao 1:8. Os resultados da pa-
dronizacao dos tres Ags estao apresentados na TAB. VIII.

Os Ags 21 e 23,-de baco e 4, 5 e 12 de linhagem ce
lular quando testados frente aos 120 soros apresentaram resul-
tados excelentes. Todos os cinco Ags reagiram frente ao S.I.R.
As linhas de precipitacao formadas apresentaram-se nitidas e
com uma correlacdao direta com os resultados obtidos com o Ag
de referencia, cbnforme observado na FIG. 4.

0 PAGE dos Aas demonstrou a presenca de 14 a 16 ban
das de migracao, formando-se em todos uma banda nitida na altu
ra do padrao de peso molecular 24.000. Na FIG. 5 pode-se obser
var o PAGE dos Ags 4 e 16.

4.3, Purificacao parcial da solucao de IgG, para
utilizac3ao como referencia

A solugao de IgG foi obtida a partir de soro com
uma concentracao proteica de 82 mg/ml e titulo por IDGA de 1:4
e apresentou uma concentracdao final de 116 mg/ml e um titulo
de 1:32.

0 PAGE do soro e da IgG estao demonstrados na FIG.
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5, onde pode-se observar uma banda difusa localizada entre os
padroes de peso molecular 24.000 e 42.000 no escaninho corres-
pondente a I1gG parcialmente purificada.

A padronizacao da IgG parcialmente purificada com
0s Ags preparados neste experimento esta demonstrada nas TAB.
IV e VIII. Uma vez padronizada, a IgG foi utilizada como refe-
réncia nos testes com os 120 soros (FIG. 4),
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TABELA IV - Titulacao de dois antigenos
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de IDGA em AIF obtings

a partir de baco de cavalo, frente a solucao imuno-

globulina G (IgG), por imunodifusao em bloco

Diluicoes Diluicoes IgG
Ag Ag 1:2 1:4  1:8  1:16  1:32
1:1 +++ +++ +++ ++ -
1:2 ++ +++ +++ ++ +
21 1:4 + + + o+ +
1:8 + - - + =
1:16 - - - - -
23 1:1 +++ +++ +++ ++ +
1:2 ++ + + ++ +
1:4 + + + ++ +
1:8 - - - + N
1:16 - - - - -
o+ Reagao muito forte.
++ = Reagao forte.
+ Reacao positiva.
* = Reagao fraca, linha de precipitacao nao formou-se total-

mente.
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TABELA V - Caracterizacao dos antigenos para IDGA em AIE, obti

dos a partir de baco de cavalos, purificados por cro
matografia de afinidade

Antigeno

NO  Ag Inicial Purificado
Volume/ml Titulo! Concentracdo?  Volume/ml Titulo! Concentracao?

1 13 5,0 1:4 21,0 1,0 1:2 1,5

2 15 2,5 1:2 35,0 1,0 1:4 1,8

3 21 5,0 1:4 35,0 1,5 1:1 0,2

4 23 5,5 1:2 34,4 1,0 1.2 0,22

5 13 5,0 1:4 21,0 1,0 11 0,37

& 21 4,2 1:4 35,0 1,0 1:1 0,43

7 23 4,0 1:2 34,4 1,0 1:1 0,67

8 21 4,7 1:4 35,0 1,0 i1 0,31

Por IDGA, frente ao SR.
Concentracao proteica - mg/ml.
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TABELA VI - Comparacao entre dois processos de esterelizacio
do meio MEM, atraves do teste de IDGA, com o0 so0-
brenadante dos cultivos de ED persistentemente in-
fectados com o V-AIE, entre a 82 e a 163 passagens

Reacao negativa ou Reacao positiva ou
Meto fraco positiva (%) forte positiva (%)
Autoclavado 10 (29,41) 7 (20,59)

Filtrado 2 ( 5,88) 15 (44,12)
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TABELA VII - Caracterizacdo dos antigenos para ILGA em AIF obtidos a partir de linhagem
celular EP persistentemente infectada com ¢ V-AIE

. Sobrenadante Antigeno .
AnE]geno Volume Origem? Classificacao? Volume Concentracgao? Titulo
numero ml frente SR nl {mg/m1) (1DGA)
2 460 1¢ sob 100% + 1,7 0,6 1:4
M-Aut
3 570 19 e 29 sob cocult P 1.8 2,4 1:4
M-Filt e Ault
4. 500 1¢ sob 100% S - 2,0 5.4 1:16
M-Filt
5 500 10 sob 100% +++ 2,0 4.0 1:16
M-Filt
[ 500 19 sob 100% +++ 1.4 3,4 1:2
M-Aut
7 500 19 sob cocult _— 1,3 3.1 1:16
M-Aut
8 500 10 sob 100% e cocult +4+ 1,5 NT 1:16
M-Filt
9 500 10 sob 100% e cocult +++ 1,3 NT 1:4
M-Aut
10 500 19 sob cocult FiE 1,4 NT 1:8
M-Filt
11 500 10 sob cocult +++ 1,56 NT 1:16
M-Aut e Filt
12 500 19 sob 100% +++ 1,8 4,8 1:16
M-Filt
13 500 29 sob cocult 4+ 1,5 3,0 1:2
M-Aut
14 470 19 sob 100% e cocult +4+ 1,3 2,3 1:4
M-Filt
15 450 10 sob 100% e cocult A+ 2,0 2,4 1:2
M-Filt
16 380 19 e 29 sob cocult M-Aut ++ 1,6 1,3 1:2
Sob = sobrenadante 244+ = muito forte
100% = celulas originais ++ = forte
Cocult = cocultivo + = positivo
M-Aut = meio autociavado * = concentracdo proteica

M-Filt = meio filtrado

NT = nao testada
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TABELA VIII - Titulacao de tres antigenos para IDGA em AIE ob-
tidos a nartir de linhagem celular ED, persisten
temente infectada, frente a solucao imunoglobuii
na G (IgG) por imunodifusao em bloco

A Diluicoes Diluicoes IgG
Ag 1:2 1:4 1:8 1:16
1:1 +++ +++ ++ -
1:2 +++ +++ ++ -
1:4 +4++ +++ ++ +
4 1:38 +++ FEERTS i+ +
1:16 + + ++ +
1:32 + + ++ +
1:1 +++ +++ +
1:2 +++ +4+ + +
1:4 +++ +++ ++ +
5 1:8 +++ +++ ++ +
1:16 + + + +
1:32 + + + -
1:1 +++ +++ + +
1:2 +++ ++ + +
12 1:4 ++ +4+ + +
1:8 + + + +
1:16 + + - +
1:32 + + + +

+++ = Reacdo muito forte.
++ = Reacao forte.
= Reagao positiva.

[+ +
i

Reacao fraca, linha de precipitacao nao formou-se total-
mente.
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FIGURA 5 -

188 «80 ¥

PAGE dos ‘Ags, soro e solucao de IgG
anti V-AIE: (1) Ag 13 (baco); (2) Ag
13 apos cromatografia de afinidade;
(3) Padroes de peso molecular: 66.000,
albumina'bovina; 45,000, albumina, ovo;
24.000, tripsinogenio bovino; 18.400,
beta-lactoalbumina, boving 14.300, 1i
sozima, ovo; (4) Ag 4 (celular); (5)
Ag 16 (celular}; (6) Soro anti V-AIE;
(7) Solucao IgG, anti V-AIE,
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FIGURA 6 - Perfil de eluicao dos antigenos para IDGA

em AIE purificados por cromatografia de a
finidade.
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5. DISCUSSAOD

Os cavalos inoculados com o V-AIE comecaram a apre-
sentar febre entre o sétimo e o oitavo dia pos-inoculagao, a-
presentando o pico febril em torno do oitave ao 109 dia
(FIG. 3).

Resultados semelhantes foram obtidos por KEMENY et
alii (1971), COGGINS & NORCROSS (1970), COGGINS & PATTEN (1970),
Mc GUIRE et alii (1971a), HENSON et alii (1971), NORCROSS &
COGGINS (1971), BOULANGER et alii (1972) e CRISTESCU et alii
(1986), principalmente quando o volume de sangue inoculado va-
riou entre 80 a 200 ml, uma vez que volumes maiores tem demons
trado que o periodo de incubacdao sera menor.

Na TAB. IlI,em que estio relacionados os cavalos u-
tilizados no experimento com os Ags produzidos a partir de seus
ba¢os, poderos observar que, apesar dos numeros um e
dois terem apresentado picos febris maiores (40,0°C e 40,2°C
respectivamente), os Ags nao apresentaram boa antigenicidade.
Somente a partir do terceiro cavalo que, inclusive, apresentou
um pico febril inferior (39,206), puderam ser obtidos Ags com
melhor antigenicidade. Estes resultados estdao de acordo com oS
obtidos por HENSON et alii (1971) onde, 12 cavalos inocula-
dos e que apresentaram febre tres a cinco dias apos a inocula-
¢ao, em apenas dois bacos foi pbss?ve] obter Ag suficiente pa-
ra o teste de IDGA.
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Nos primeiros trabalhos sobre producaoc de Ag a par-
tir de bago, nenhum tratamento a nao ser congelamento e descon
gelamento eram empregados (COGGINS & NORCROSS, 1970; TOMA et
alii 1971; JIVION et alii, 1977). NAKAJIMA & USHIMI (1971), pro
duzindo Ag a partir de cultura de leucocitos tratada com eter,
foram 0s primeiros a demonstrar que o Ag envolvido na reacao
de precipitacao era um componente interno do virion, sendo por
tanto grupo especifico. Os varios tratamentos em seguida pro-
postos para producao de Ag a partir de bag¢o, como: precipita-
¢3o com sulfato de amdnia saturado a 50% e seguido de eletrofo
rese em sephadex G-200 (NORCROSS & COGGINS, 1971), uso de tri-
chlorotrifluoretano seguido de precipitacoes com sulfato de a-
monia saturado a 50% e a 45% (HENSON et alii, 1971), tratamen-
tos consecutivos com acetona seguido de eter anidro (BOULANGER
et alii, 1972); precipitacoes com solucoes saturadas de sulfa-
to de amonia nas proporcoes de 20 e 50% {UEDA et alii, 1973);
extracao do Ag com tiocianato 0,5 M seguido de precipitacdo com
sulfato de amonia saturado (HART & BROUSSARD, 1973) apresenta-
ram resultados diversos. Neste experimento, a técnica emprega-
da para producao de Ag a partir de bago foi uma adaptacgao .de
varias tecnicas acima citadas. A antigenicidade determinada por
IDGA frente aos soros positivos e negativos e a qualidade dos
Ags avaliada atraves da comparacao da intensidade das Tlinhas
de precipitacao dos Ags deste experimento, com o Ag de referén
cia,esta de acordo com a maioria dos trabalhos citados.

A atividade dos Ags, determinada por titulacao fren
te ao soro de referencia, nao pode ser comparada com algmw dos
trabalhos (CARRIER et a]ii,r1972; BOULANGER et alii, 1972; UEDA
et alii, 1973) onde a atividade foi determinada por FC. J3a a
concentracao final dos Ags pode ser comparada, atraves da re-
lagao do péso do fragmento de baco com o volume final obtido.
HENSON et alii (1971) obtiveram a partir de 10 g,de bago 2 a
4 ml de Ag; BOULAGNER et alii (1972) de 10 g conseguiram 10 a
15 m1; CARRIER et alii (1972),a partir de 10 g,obtiveram 5 a
7,5 ml. 0s resultados obtidos neste experimento sao semelhan-
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tes aos de HENSON et alii (1971) mas, quando analisamos 05 an-
tigenos 21 e 23 antes da concentracao final, observa-se que
estes dados podem ser comparados aos de CARRIER et alii (1972).

Na titulacao em bloco, feita com os Ags 21 e 23
(TAB. IV) frente a IgG anti V-AIE purificada, obteve-se o titu
lo de 1:8 para os Ags e 1:32 para a IgG. TOMA et alii {1971)
testaram o Ag positivo a partir de baco diluido até 1:4 frente
a um soro, que chamaram de soro de referencia, diluido ate 1:
30. 0s titulos obtidos foram para o Ag 1:3 e para o soro 1:20.
Tambem JIVOIN et alii (1977) conseguiram resultados inferiores
quando testaram o Ag diluido ate 1:8 frente a soros positivos
nao diluidos, obtendo para o Ag o titulo maximo de 1:4.

A correlacao entre os resultados da IDGA, dos Ags
21 e 23 com o Ag de referencia demonstrou a sensibilidade e es
pecificidade dos Ags prepérados neste experimento. 0 S.I.R. in
cluido nesta bateria, por apresentar baixo titulo de Acs e con
sequentemente uma maior dificuldade na interpretacao da sua rea
¢cao, foi claramente identificado (lamina 2, FIG. 4). UEDA et
alii (1973), utilizando o Ag preparado a partir de precipita-
¢oes com solucao saturada de sulfato de amonia, testaram 508
S0ros previamente testados com um Ag de referencia, e encontra
ram identidade nas reacoes detectando 13 soros positivos. 0
mesmo nio ocorreu com JIVOIN et alii (1977) que, comparando o
Ag preparado a partir de baco com o Ag preparade a partir de
cultivo celular pela PITMAM-MOORE, encontraram 40,98% de posi-
tivos, contra 44,26% em 122 soros testados por IDGA. PAULI et
alii (1982), com o Ag narcialmente purificado, testararm 300
soros, 150 positivos e 150 negativos, e encontraram uma corre-
lacao direta com os resultados do Ag comercial. Nao foi detec-
tada a diminuigdo na atividade antigenica quando os Ags 21 e
23 foram mantidos por um periodo de um ano e seis meses a -10°C.

Atraveés do PAGE foi possivel evidenciar nos Ags ex
traidos de baco, a presenca da proteina precipitante atraves
do aparecimento de bandas de migracao na altura do peso molecu
lar 24.000. Como pode ser ooservado_na FIG. 5, o Ag 13 apresen
tou numero elevado de handas, o que demonstra o seu alto con-
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teudo proteico. Em nenhum dos trabalhos de preparacao de Ag a
partir de baco foi feito o PAGE.

Um menor conteudo protéico inespecifico foi conse-
guido atraves do emprego da cromatografia de afinidade, confor
me pode-se observar na TAB. V., HART et alii (1976), purifican-
do o Ag preparado a partir de baco, conseguiram obter 0,8 mg/mi
de conteldo proteico, aumentando em 36 vezes a pureza do Ag.
SUGIURA & NAKAJIMA (1977), purificando o Ag preparado a partir
de cultura de leucocitos, aumentaram em mais de 50% o grau de
purificacao do Ag, por cromatografia de afinidade. Neste expe-
rimento foi possivel purificar o Ag em niveis inferiores e su-
periores aos autores citados.

A metodologia empregada para purificacao e ligacao
dos Acs anti-AIE a coluna de sepharose 4B ativada com CNBr foi
semelhante a utilizada por SUGIURA & NAKAJIMA (1977) e PAULI
et alii (1982). Na eluicaoc do Ag, HART et alii (1976) emprega-
ram tampao fosfato com tiocianato 3M, SUGIURA & NAKAJIMA (1977)
e PAULI et alii (1982) utilizaram cloreto de magneésio 5 M. 0
tampao cloreto empregado neste experimento com baixa moplarida-
de e pH acido foi capaz de liberar o Ag. Apesar das fracdes te
rem sido submetidas a dialise frente a PBS ou salina a 0,85%
pH 7,0-7,2 em um prazo maximo de tres horas apos eluidas, 0
baixo pH do tampao cloreto narece ter afetado a atividade soro
logica de alguns Ags. Na TAB. V, pode-se observar que seis Ags
tiveram o seu titulo determinado por IDGA frente ao SR diminui
do. Outro fator importante € a eficiencia das colunas de croma
tografia. No primeiro e no segundo experimentos, foi utilizada
a mesma coluna e do terceiro ao oitavo, foi utilizada uma ou-
tra coluna. Esta ultima coluna ndo se mostra eficiente desde a
primeira vez em que foi empregadé. SUGIURA & NAKAJIMA (1977) e
PAULT et alii (1982) utilizaram uma coluna por mais de uma vez
sem que houvesse diminuicao da eficiencia.

Todos os Ags épresentaram um perfil de eluicao se-
melhante ao demonstrado na FIG.6 . 0s tampoes, fosfato pH 7,5,
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Tris pH 8,0 e Tris pH 10,0 nao foram empregados depois que se
determinou o pico de eluic¢ao.

HART et alii (1976) avaliaram o Ag purificado atra-
ves de imunodifusdo radial, SUGIURA & NAKAJIMA (1977) utiliza
ram 0 teste de fixacao de compliemento e PAULI et alii (1982)
testaram o Ag por IDGA frente ao soro positivo padrao e ao SIR
Assim como aconteceu com HART et alii (1976) e PAULI et alii
(1982), foi necessario concentrar as fracoes eluidas dos Ag
ate obter-se por IDGA uma linha de precipitacdao idéntica ao Ag
de referencia.

 0s Ags purificados nao apresentaram, como esperado,
apenas uma banda de migracao no PAGE. Na FIG. 5, pode-se ob-
servar que,alem da banda difusa localizada um pouco acima do
padrao de peso molecular 24.000, outras bandas tambem aparecem
Mas,duando comparados aos Ags parcialmente purificados,pode-se
notar que o numero de bandas & bem inferior. HART et alii (1976)
por sedimentacdo, encontraram o peso molecular do Ag purifica-
do de 7.600 daltons e atribuiram este baixo peso a uma nais com
pleta dissociacao da proteina pelo tratamentoc com o tiocianato.
0 aparecimento de uma banda difusa no PAGE também poderia es-
tar relacionada a uma dissociacao.

‘A Tinhagem celular ED empregada neste experimento
para producao do Ag mostrou-se plenamente viavel até a 35%pas-
sagem. Nao épresentou nenhuma alteracao morfologica, como a pre
senca de granulacdes ou vacuolizacdes. AMBOROSKI et alii (1979)
conseguiram manter a linhagem ED infectada até a 302 passagem,
quando as celulas comecaram a apresentar declinio na sua taxa
de crescimento, vacuolizacoes e os resultados obtidos com o Ag
comecaram a apresentar variacdes.

Un estoque de celulas ndo infectadas e o seu cocul-
tivo com a linhagem infectada foram feitos neste estudo confor
me recomendado por MALMQUIST (1973). A introducido de células nao
infectadas ndo alterou significativamente a producao do Ag no
sistema, uma vez que foi possivel detectar Ag no sobrenadante
ja no primeiro teste apdos o inicio do cocultivo. Na TAB. VII
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pode-se observar que Ags com titujos 1:16 foram tambem obtidos
de sobrenadantes de cocultivos.

A detec¢ao de Ag no sobrenadante, feita a partir da
quinta passagem da linhagem ED infectada,nao se afasta muito do
descrito pela AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (1986), onde cée-
lulas de derme eqllina expostas ao V-AIE devem ser subcultiva-
das mais de tres vezes antes que o Ag seja obtido.

Foram observadas variacoes na pesquisa de Ag da quin-
ta passagem ate a 162 passagem da 1inhagem infectada, onde foi
levado este experimento. Estas variacoes foram maiores quando
na oitava passagem foi feita a diferenciacao dos meios em fil-
trado e autoclavado. YAMANE et alii (1968) recomendaram a subs
tituicao da esterilizacao do meio MEM atraves de filtracao por
outro menos laborioso e'que consome menos tempo que & o de au-
toclavacao. Segundo os autores,apenas a glutamina era perdida
neste processo, sendo necessaria acrescenta-la antes de usar o
meio. Neste experimento, podemos observar na TAB. VI que houve
uma diferenca significativa na pesquisa de Ag quando compara-
mos 0s dois processos. Apesar de nao ter havido diferenca nas
celulas que se apresentaram com as'mesmas caracteristicas, o
meio MEM autoclavado parece ter interferido na produ¢ao do Ag.
E importante ressaltar que o 19 sobrenadante colhido possuia
10% de soro fetal,o que nao ocorreu quando iniciamos a manter
as celulas infectadas por-mais tempo, apenas trocando ¢ meio e
utilizando quantidades decrescentes de soro fetal. Neste segun
do sobrenadante colhido, em cada passagem, nao foi possivel ob
servar diferenca entre os dois tipos de meio MEM empregados, am
bos apresentaram resultados inferiores ao primeiro sobrenadan-
te. Estes resultados evidenciam a importancia do soro fetal em
quantidades de no minimo 2% para rep]ica¢§o do V-AIE, conforme
descrito por KLEVJER-ANDERSON (1979), em que culturas de ED in
fectadas com o V-AIE nao mantiveram a replicacao do virus quan
do privadas de soro fetal. A manutencao de Tinhagem celular ED
infectada, apenas trocando-se o meio Semanalmente, com 5 a 10%
de soro fetal durante 10 semanas, mostrou-se eficiente na pro-
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ducao de Ag segundo BARTA & ISSEL (1978) e AMBORSKI et alii
(1979).

Uma producao de Ag praticamente uniforme era espera
da, como ocorreu nos primeiros sobrenadantes colhidos nos cul-
tivos em que foi utilizado o meio MEM filtrado. Segundo MALMQUIST
et alii (1973), KONO (1976) e AMBOROSKI et alii (1979) quanti-
dades uniformes de V-AIE extracelulares foram obtidas durante
tode o ciclo celular, aumentando apenas quando o nlumero de cé-
lulas aumentava.

0 monitoramento dos sobrenadantes, feito atraves de
IDGA, frente ao soro referencia e descrito por NAKAJIMA & USHIMI
{(1971), KONO (1976) e AMBOROSKI et alii (1979), parece ter uma
correlacao com o titulo final dos Ags. Os Ags que apresentaram
titulos mais altos foram obtidos de sobrenadantes com reacdes
mais fortes por IDGA. Nenhum dos Ags apresentou titulo igual a
1:32 (TAB. VII),conforme indicado por NAKAJIMA (1974), mas os
titulos obtidos foram superiores aos encontrados por NAKAJIMA
& USHIMI (1971) e KONO {1976) na producao de Ag para IDGA a
partir de cultivo de leucocitos e de cElulas de rim de cavalo,
respectivamente. Os tTtulos obtidos neste experimento se apro-
ximam mais dos encontrados por SUGIURA et alii {(1986) na titu-
lagao por IDGA, do Ag a ser utilizado no teste de ELISA.

Para se obter o Ag purificado foi necessario concen
tra-l1o cerca de 200 vezes (TAB. VII). Varios autores trabalha-
ram com Ags concentrados 90 ate 1000 vezes e obtiveram resulta-
dos favoraveis por IDGA, FC e ELISA (NAKAJIMA & USHIMI, 1971;
GIELKENS & TOMA, 1982; SHANE et alii, 1984; SHEN et alii, 1984;
BOUILLANT et alii, 1986).

A concentracao proteica dos Ags (TAB. VII) apresen-
tou valores semelhantes aos encontrados por BARTA & ISSEL (1978),
quando purificaram virus para producao de antissoro, MONTELARO
et alii (1982),para isolamento das proteinas internas do virus

e SHANE et alii (1984),para producdo do Ag para teste de ELISA
Pode-se evidenciar através do teste frente a 120 so

ros de campo a sensibilidade e especificidade dos Ags 4,5 e 2,
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reagiram de forma identica ao Ag de referéncia inclusive com o
SIR, um soro com baixos niveis de Acs. Na FIG. 4, os Ags padro
nizados com IaG anti-AIE, nas diluicdes 1:4 e 1:8 respectiva-
mente, formarai linhas de precipitacao nitidas como o Ag de re
ferencia (Kit de diagnostico).

0 PAGE dos Ags (FIG. 5) revelou a presenca de 14 a
16 bandas de migracao estando nitida em cada Ag uma banda na
altura do padrao de peso molecular 24.000. ISHIZAKI et alii
(1978) analisando as proteTnas do V-AIE atraves do PAGE, encon
traram cinco proteinas de peso molecular 11.000, 14.000, 25.000,
40.000 e 80.000. CHEEVERS et alii (1978} encontraram 14 protei
nas de peso molecular variando de 10,000 a 79.000. PAREKH et
alii (1980} identificaram 10 proteinas de peso molecular §.000
a 90.000.

R 19G purificada para ser utilizada como referén-
cia apresentou um resultado favoravel frente aos Ags de bacgo e
de linhagem celular. 0Os titulos maximos obtidos foram 1:32 com
o Ag de referencia e os Ags de baco e 1:16 com os Ags de cul-
tivo celular.

COGGINS & PATTEN (1970), ao descreverem a tecnica
de IDGA com maiores detalhes, recomendaram o usc de um soro
proveniente de cavalo portador da AIE que forme apenas uma 1i-
nha densa e especifica para AIE como soro de referéncia, TOMA
et alii (1971) também recomendaram o uso de soro proveniente de
um animal portador previamente titulado frente ao Ag. NAKAJIMA
(1974} recomendou que o soro positivoe controle tenha seu titu-
lo ajustado para 1:4 antes de ser utilizado como referencia. Nes
te experimento a IgG purificada foi ajustada para 1:2 com 0S
Ags de ba¢o e 1:4 com os Ags de cultivo celular (TAB. IV e
VIII).

Em nenhum trabalho sobre producdo de Ag para IDGA
e empregada a IgG como referéncia. A té@cnica de purificacao u-
tilizada nao resultou em uma.solucﬁo de IgG totalmente purifi-
cada, como pode-se observar na FIG. 5. Uma banda de migracdo di
fusa aparece entre os padroes de peso molecular 24.000 e 44.000 .
MCKINNEY & PARKINSON (1987), ao purificarem IgG, a partir de
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um soro hiperimune de coelho, obtiveram por PAGE uma unica ban
da difusa entre os padroes de peso molecular 24.000 e 29.000.
As outras bandas que apareceram no gel podem ser
tracos de albumina e o e B-globulinas. Segundo McKINNEY & PAR
KINSON (1987), o grau de contaminacao no soro de cavalo pode
ser grande devido principalmente ao alto conteudo 1ipidico.
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6. CONCLUSOES

A tecnica empregada para obtencao de antigeno a
partir de baco e simples, ndao requer equipamentos e reagentes
de alto custo. Apenas o bago de um cavalo, entre cinco empre-
gados neste experimento, se mostrou eficiente para obtencaoc de
antigeno. Os fatores idade e varia¢ao individual devem ser con-
siderados.

A sensibilidade e especificidade do antigeno fi-
cou demonstrada, no teste frente a 120 soros de campo.

A cromatografia de afinidade reduziu o conteldo
proteico inespecifico dos antigenos, mas a sua aplicacdo para
0 teste de IDGA nao foi profundamente estudada.

0 antigeno obtido a partir de cultivo celular se
mostrou sensivel e especifico frente a 120 soros de campo, em
bora o rendimento tenha sido insatisfatorio. Os melhores re-
sultados foram conseguidos com o meio MEM filtrado com 10% de
soro fetal bovino., A tecnica utilizada para pesquisa do anti-
geno no sobrenadante mostrou-se simples e eficiente, para se-
lecao de sobrenadantes a serem trabalhados na etapa de extra-
cao do antigeno.

IgG anti V-AIE, parcialmente purificada, obtida de
soros positivos, apresentou resultados comparaveis ao soro de
referencia a prova de IDGA, podendo ser usado como substituto
em teste de rotina.
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