
COMUNICADO 
TÉCNICO

178

Sobral, CE
Novembro, 2018

Conservação do antígeno 
utilizado no teste de imunodifusão 
em gel de ágar para diagnóstico 
de lentivírus caprino: 
Efeitos da adição de conservante e de 
diferentes temperaturas.

ISSN 1676-7675
Fo

to
: R

ay
m

un
do

 R
iz

al
do

 P
in

he
iro

Alice Andrioli Pinheiro
Raymundo Rizaldo Pinheiro
Kelma Costa de Souza



2

Conservação do antígeno utilizado no teste de 
imunodifusão em gel de ágar para diagnóstico 
de lentivírus caprino: Efeitos da adição de 
conservante e de diferentes temperaturas. 1

1  Alice Andrioli Pinheiro, médica-veterinária, doutora em Ciência Animal, pesquisadora da Embrapa Caprinos 
e Ovinos, Sobral/Ceará
Raymundo Rizaldo Pinheiro, médico-veterinário, doutor em Ciência Animal, pesquisador da Embrapa 
Caprinos e Ovinos, Sobral/Ceará
Kelma Costa de Souza, zootenista, doutora em Ciências Veterinárias, bolsista da Embrapa Caprinos e 
Ovinos, Sobral/Ceará

Introdução
A Artrite Encefalite Caprina (CAE) 

é uma enfermidade causada por 
lentivírus de pequenos ruminantes 
(SRLV), caracterizada pela evolução 
crônica e manifestações clínicas 
progressivas até a morte (Blacklaws, 
2012). Diferentes sinais clínicos da 
CAE são conhecidos, sendo os prin-
cipais: artrite, pneumonia, encefalite 
e mastite, além de perda de peso 
progressiva (Souza et al., 2015). Essa 
enfermidade causa importante perda 
econômica, principalmente pela redu-
ção da produção láctea e queda da 
qualidade do leite (Martínez-Navalón 
et al., 2013). Quanto ao diagnóstico, 
o teste de imunodifusão em gel de 
ágar (IDGA) é o exame mais utiliza-
do em razão de seu baixo custo e 
rápido resultado, sendo recomendado 

1	  CAEV-Cork.

pela Organização Mundial da Saúde 
Animal – OIE (Arruda et al., 2011).  O 
presente trabalho teve como objetivo 
verificar a viabilidade do antígeno (Ag) 
para diagnóstico de lentivírus caprino 
por meio do teste de imunodifusão 
em gel de ágar (IDGA), em diferentes 
temperaturas, com e sem a adição 
do conservante Phenylmethylsulfonyl 
Fluoride (PMSF). 

Material e métodos

Produção do antígeno 
Utilizou-se amostra do vírus 

CAEV-Cork1 com título de 104,5TCID50/

mL multiplicada em membrana sinovial 
caprina (MSC) para a produção viral. 
A inoculação foi realizada em mono-
camadas de MCS cultivadas por 72h 
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a 96h após passagem, obtendo-se 
monocamada semiconfluente (70% a 
90% de confluência) e solução viral 
de 200 doses formadoras de sincí-
cios. O sobrenadante (SN) coletado 
foi clarificado por centrifugação e 
concentrado pelo sistema AMICON®. 
O SN foi concentrado 100 vezes do 
volume original (Alves et al., 2012). 

Análise da conservação 
do antígeno (temperatura 
e conservante)

O antígeno foi homogeneizado 
e aliquotado (em triplicata), para os 
seguintes tratamentos: temperatura 
(temperatura ambiente, 4 ºC, -20 ºC 
e -80 ºC) e conservante (com e sem 
PMSF) e testado nos dias zero, três, 
sete, 15, 30, 60 e 90. A temperatura 
ambiente nos dias do experimento 
variou de 21 ºC a 28 ºC com média de 
25 °C. Para cada um dos tratamentos 
foi feita uma diluição seriada do soro 
positivo do kit americano para teste 
diagnóstico2 frente ao Ag e outra, do 
Ag frente ao soro positivo. As proteí-
nas totais foram dosadas pelo método 
de Lowry (1951). 

2 Veterinary Diagnostic Technology, Inc.
3 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic 

Technology, Inc®, USA. Este kit é composto por 1 mL de antígeno (p28 e gp135) produzido com o MVV, 
3 mL de soro reagente (soro rico em anticorpos contra a glicoproteína gp135, 0,5 mL de soro positivo 
(soro rico em anticorpos contra as proteínas p28 e gp135), 0,5 mL de soro fraco-positivo (soro pobre em 
anticorpos contra a gp135 e sem anticorpos contra a p28) e soro negativo (soro sem anticorpos contra as 
proteínas p28 e gp135).

Teste de imunodifusão 
em gel de Ágar IDGA 

Foi utilizada a micro técnica de IDGA 
descrita por Gouveia (1994) em ágar a 
0,9% em tampão borato, utilizando 30 
ml de soro ou antígeno com a leitura 
realizada em 48h e 72h, sobre fundo 
escuro e luz indireta, sendo considerada 
definitiva a última leitura. Como controle, 
utilizou-se soro positivo do kit americano 
de IDGA para diagnóstico da CAE por 
IDGA3. 

Teste de Western 
Blotting (WB)

O teste de WB seguiu o protocolo de 
Rodrigues et al. (2014), e foi realizado 
para identificar as proteínas virais imu-
nológicas. Realizando-se eletroforese 
SDS-PAGE (Laemmi, 1970), com géis 
de concentração e separação a 4% e 
12,5%, respectivamente. Em seguida, 
ocorreu a transferência das proteínas 
contidas no gel para membrana de nitro-
celulose, previamente bloqueadas com 
PBS Tween a 0,3%. A técnica foi realiza-
da com diluição de 1:50 do soro positivo 
do kit americano de IDGA para diagnós-
tico da CAE e com conjugado IgG co-
elho anticabra peroxidase (Sigma®  cat. 



4

A5420) a 1:15000. A revelação das ban-
das de proteína ocorreu ao abrigo da luz, 
com os substratos 4-Cloro-1-Naphthol e 
3,3’ Diaminobenzidine (DAB), com peró-
xido de hidrogênio a 30% e parada pela 
adição de água destilada.

Resultados 
A dosagem de proteína indicou que 

houve redução dos níveis proteicos do 
antígeno em temperatura ambiente no 
90º dia em relação ao dia zero, sendo que 
essa redução foi menor no antígeno tra-
tado com PMSF. As alíquotas mantidas 
sob refrigeração (4 °C) e congelamento 
(-20 °C) e tratadas com PMSF mantive-
ram praticamente a mesma quantidade 
proteica no 90º dia, enquanto que as 
alíquotas sem o conservante sofreram 
pequena redução. Quando avaliadas, as 
alíquotas congeladas a -80 °C, ambas 
(com e sem PMSF), apresentaram nível 
proteico semelhante ao dia zero (Figura 
1 e Tabela 1).

No teste de IDGA (Figura 2 e Tabela 
2) a diluição máxima do antígeno no dia 
zero que permitiu a detecção de anticor-
pos foi 1:4. Verificou-se a formação de 
linhas de precipitação antígeno-anticor-
po (Ag-Ac) nessa diluição em todos os 
tratamentos até o dia 15º dia.

A partir do dia 30° dia são observa-
das perdas graduais na sensibilidade do 
IDGA em detectar anticorpos nas alíquo-
tas de antígeno mantidas em tempera-
tura ambiente. Sob essa condição, nos 
30° dia e 60° dia, a detecção ocorreu 
na diluição máxima 1:2, e no 90º dia o 
antígeno funcionou apenas puro e so-
mente no tratamento sem conservante. 
Nas alíquotas de antígeno mantidas em 
4 ºC, foi observado linha de precipitação 
de Ag-Ac no 90° dia, sem o conservante, 
até a diluição 1:2. 

No teste de WB, verificou-se que a 
principal proteína imunogênica era a 
do capsídeo viral p28 e, portanto, muito 
provavelmente corresponde à linha de 
precipitação formada no teste de IDGA.

Tabela 1. Dosagem de proteína total (mg/mL) nas alíquotas de antígeno de Lentivírus Caprino 
submetidas a diferentes temperaturas e tratadas ou não com conservante.

                     Antígeno com PMSF          Antígeno sem PMSF

Dia 0 Dia 90	 Dia 0 Dia 90

TA 201,64 156,25	 201,64 134,76

   4 ºC 201,64 196,09	 201,64 178,91

-20 ºC 201,64 200,81	 201,64 183,59

-80 ºC 201,64 196,09	 201,64 197,65
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Figura 1. Valores  da Proteína Total (mg/mL) no antígeno de Lentivírus Caprino submetido à 
temperatura ambiente (TA), diferentes temperaturas de conservação e com ou sem a presença 
de conservante.

Figura 2. Formação de linhas de precipitação antígeno-anticorpo (Ag-Ac) no teste de 
imunodifusão em gel de ágar no antígeno puro e nas diferentes diluições  de.
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Tabela 2. Avaliação do antígeno de Lentivírus Caprino submetido a diferentes temperaturas, 
com e sem a presença de conservante, quanto à presença de linha de precipitação antígeno-
-anticorpo no teste de imunodifusão em gel de Ágar pelo.

      Com PMSF     SEM PMSF

  TA 4 °C -20 °C -80 °C   TA 4 °C -20 °C -80 °C

Dia 0

Puro + + + +   + + + +
1:2 + + + + + + + +
1:4 + + + + + + + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -

Dia 3

Puro + + + +   + + + +
1:2 + + + + + + + +
1:4 + + + + + + + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -

Dia 7

Puro + + + +   + + + +
1:2 + + + + + + + +
1:4 + + + + + + + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -

Dia 15

Puro + + + +   + + + +
1:2 + + + + + + + +
1:4 + + + + + + + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -

Dia 30

Puro + + + +   + + + +
1:2 + + + + + + + +
1:4 - + + + - + + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -

Dia 60

Puro + + + +   + + + +
1:2 + + + + + + + +
1:4 - + + + - + + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -

Dia 90

Puro - + + +   + + + +
1:2 - + + + - + + +
1:4 - + + + - - + +
1:8 - - - - - - - -

1:16 - - - - - - - -
1:32 - - - -   - - - -
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Conclusões
A proteína do capsídeo viral - p28 

presente no antígeno é bem estável, su-
portando a temperatura ambiente média 
de 25 °C por até 15 dias.

A ação do conservante PMSF é 
efetiva para a manutenção dos níveis 
proteicos, além disso, é quase inerte na 
formação da linha de precipitação.

O congelamento a -20 °C e, principal-
mente a -80 °C, com ou sem a adição de 
conservante, é muito eficaz para a ma-
nutenção da quantidade e qualidade da 
proteína viral p28 presentes no antígeno 
de Lentivírus Caprino, sendo dispensá-
vel o uso do conservante.  
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