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Introducao

A Artrite Encefalite Caprina (CAE)
é¢ uma enfermidade causada por
lentivirus de pequenos ruminantes
(SRLV), caracterizada pela evolugao
crbnica e manifestagbes clinicas
progressivas até a morte (Blacklaws,
2012). Diferentes sinais clinicos da
CAE sao 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
econdmica, principalmente pela redu-
¢ao da producgao lactea e queda da
qualidade do leite (Martinez-Navalén
et al., 2013). Quanto ao diagnéstico,
o teste de imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) é o exame mais utiliza-
do em raz&o de seu baixo custo e
rapido resultado, sendo recomendado

' CAEV-Cork.

pela Organizagcao Mundial da Saude
Animal — OIE (Arruda et al., 2011). O
presente trabalho teve como objetivo
verificar a viabilidade do antigeno (Ag)
para diagndstico de lentivirus caprino
por meio do teste de imunodifusdo
em gel de agar (IDGA), em diferentes
temperaturas, com e sem a adigao
do conservante Phenylmethylsulfonyl
Fluoride (PMSF).

Material e métodos

Producao do antigeno

Utilizou-se amostra do virus
CAEV-Cork1 com titulo de 10*°TCID,,,
. Multiplicada em membrana sinovial
caprina (MSC) para a produgao viral.
A inoculagao foi realizada em mono-
camadas de MCS cultivadas por 72h



a 96h apds passagem, obtendo-se
monocamada semiconfluente (70% a
90% de confluéncia) e solugéo viral
de 200 doses formadoras de sinci-
cios. O sobrenadante (SN) coletado
foi clarificado por centrifugagdo e
concentrado pelo sistema AMICON®.
O SN foi concentrado 100 vezes do
volume original (Alves et al., 2012).

Analise da conservacao
do antigeno (temperatura
e conservante)

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

2 Veterinary Diagnostic Technology, Inc.

Teste de imunodifuséo
em gel de Agar IDGA

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

Teste de Western
Blotting (WB)

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

3 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic

Technology, Inc®, USA. Este kit € composto por 1 mL de antigeno (p28 e gp135) produzido com o MVV,
3 mL de soro reagente (soro rico em anticorpos contra a glicoproteina gp135, 0,5 mL de soro positivo
(soro rico em anticorpos contra as proteinas 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

proteinas p28 e gp135).



A5420) a 1:15000. A revelagéo das ban-
das de proteina ocorreu ao abrigo da luz,
com os substratos 4-Cloro-1-Naphthol e
3,3’ Diaminobenzidine (DAB), com pero-
xido de hidrogénio a 30% e parada pela
adi¢ao de agua destilada.

Resultados

A dosagem de proteina indicou que
houve reducao dos niveis proteicos do
antigeno em temperatura ambiente no
90° diaem relagéo ao dia zero, sendo que
essa reducgao foi menor no antigeno tra-
tado com PMSF. As aliquotas mantidas
sob refrigeracao (4 °C) e congelamento
(-20 °C) e tratadas com PMSF mantive-
ram praticamente a mesma quantidade
proteica no 90° dia, enquanto que as
aliquotas sem o conservante sofreram
pequena redugdo. Quando avaliadas, as
aliquotas congeladas a -80 °C, ambas
(com e sem PMSF), apresentaram nivel
proteico semelhante ao dia zero (Figura
1 e Tabela 1).

No teste de IDGA (Figura 2 e Tabela
2) a diluicdo maxima do antigeno no dia
zero que permitiu a detecgao de anticor-
pos foi 1:4. Verificou-se a formagao de
linhas de precipitagdo antigeno-anticor-
po (Ag-Ac) nessa diluicdo em todos os
tratamentos até o dia 15° dia.

A partir do dia 30° dia sdo observa-
das perdas graduais na sensibilidade do
IDGA em detectar anticorpos nas aliquo-
tas de antigeno mantidas em tempera-
tura ambiente. Sob essa condigado, nos
30° dia e 60° dia, a deteccado ocorreu
na diluicdo maxima 1:2, e no 90° dia o
antigeno funcionou apenas puro e so-
mente no tratamento sem conservante.
Nas aliquotas de antigeno mantidas em
4 °C, foi observado linha de precipitagao
de Ag-Ac no 90° dia, sem o conservante,
até a diluicdo 1:2.

No teste de WB, verificou-se que a
principal proteina imunogénica era a
do capsideo viral p28 e, portanto, muito
provavelmente corresponde a linha de
precipitacdo formada no teste de IDGA.

Tabela 1. Dosagem de proteina total (mg/mL) nas aliquotas de antigeno de Lentivirus Caprino
submetidas a diferentes temperaturas e tratadas ou ndo com conservante.

Antigeno com PMSF Antigeno sem PMSF

Dia 0 Dia 90

TA 201,64 156,25
4°C 201,64 196,09
-20°C 201,64 200,81
-80 °C 201,64 196,09

Dia 0 Dia 90
201,64 134,76
201,64 178,91
201,64 183,59

201,64 197,65
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Figura 1. Valores da Proteina Total (mg/mL) no antigeno de Lentivirus Caprino submetido a

temperatura ambiente (TA), diferentes temperaturas de conservagao e com ou sem a presenca
de conservante.
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Figura 2. Formacdo de linhas de precipitagdo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) no teste de
imunodifusdo em gel de agar no antigeno puro e nas diferentes diluicdes de.



Tabela 2. Avaliagdo do antigeno de Lentivirus Caprino submetido a diferentes temperaturas,
com e sem a presenga de conservante, quanto a presencga de linha de precipitagdo antigeno-

-anticorpo no teste de imunodifusdo em gel de Agar pelo.

Com PMSF SEM PMSF
TA 4°C -20°C -80°C TA 4°C -20°C -80 °C

Puro + + + + + + + +

1:2 + + + + + + + +

. 1:4 + + + + + + + +
Dia 0 18 ) ) ) : : ) ) )
1:16 - - - - - - - -

1:32 - - - - - - - -

Puro + + + + + + + +

1:2 + + + + + + + +

. 1:4 + + + + + + + +
Dia 3 18 ) ) ) B B B B B
1:16 - - - - - -

1:32 - - - - - - - -

Puro + + + + + + + +

1:2 + + + + + + + +

. 1:4 + + + + + + + +
Dia 7 18 ) ) ) ) ) : : )
1:16 - - - - - - - -

1:32 - - - - - - - -

Puro + + + + + + + +

1:2 + + + + + + + +

. 1:4 + + + + + + + +
Dia 15 18 ) : _ _ _ _ _ _
1:16 - - - - - - - -

1:32 - - - . = - - =

Puro + + + + + + + +

1:2 AF AF Ar AF AF AF AF 4

. 1:4 - + + + - + + +
Dia 30 18 ) ) B _ ~ ~ B
1:16 - - - - - - - -

1:32 = = = - - - - -

Puro + + + + + + + +

1:2 + + + + + + + +

. 1:4 - + + + - + + +
Dia 60 18 ) ) ) ) ) ) ) )
1:16 - - - - - - - -

1:32 - - - - - - - -

Puro - + + + + + + +

1:2 - + + + = + + +

. 1:4 - + + + - - + +
Dia 90 18 : ) ) B ~ - ~ ~
1:16 - - - - - - - -

1:32 - - - - - - - -




Conclusoes

A proteina do capsideo viral - p28
presente no antigeno é bem estavel, su-
portando a temperatura ambiente média
de 25 °C por até 15 dias.

A agdo do conservante PMSF é
efetiva para a manutencdo dos niveis
proteicos, além disso, é quase inerte na
formacao da linha de precipitagéao.

O congelamento a -20 °C e, principal-
mente a -80 °C, com ou sem a adicado de
conservante, € muito eficaz para a ma-
nutengdo da quantidade e qualidade da
proteina viral p28 presentes no antigeno
de Lentivirus Caprino, sendo dispensa-
vel 0 uso do conservante.
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