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Introducao

O Lentivirus caprino (LVC) é o
agente etiologico da Artrite-Encefalite
Caprina (AEC), enfermidade incura-
vel, cronica, de alta prevaléncia em
rebanhos leiteiros nacionais e asso-
ciada a perdas econdmicas (Lima
et al., 2018). Infeccdes por LVC sao
complexas e dificeis de controlar, em
virtude de n&o existir uma vacina efi-
caz, induzindo infeccbes persisten-
tes e que escapam da neutralizagao
pelo sistema imunolégico (Pinheiro
etal., 2012).

O controle da AEC depende da
sensibilidade e especificidade dos
testes de diagndstico utilizados,
do intervalo e da frequéncia dos
monitoramentos sorolégicos, assim
como, pela ado¢cao de medidas de
prevencdo da transmissdo, princi-
palmente por meio da termizacao do

colostro e do leite, e do sacrificio de
animais infectados. O diagndstico
sorolégico da AEC ¢é bastante utili-
zado por ser mais pratico e de me-
nor custo. Apesar de ser possivel a
deteccdo de uma grande variedade
de anticorpos, os principais entraves
do uso desses testes sdo a sorocon-
versao tardia, flutuagbes dos niveis
de anticorpos em animais cronica-
mente infectados e a variabilidade
genética dos lentivirus de pequenos
ruminantes (Rodrigues et al., 2018).
Os antigenos mais utilizados para
o diagndstico sdo compostos basi-
camente pelas proteinas estruturais
p28 e gp135. O teste de imunodifusao
em gel de agarose (IDGA) é o exa-
me recomendado pela Organizagao
Mundial de Saude Animal — OIE e o
mais utilizado em razao de seu baixo
custo e rapido resultado (Arruda et
al., 2011), entretanto, € conhecido



por ter baixa sensibilidade (Pinheiro
et al., 2012).

Neste estudo, objetivou-se pu-
rificar a proteina antigénica p28 do
LVC, pela técnica de microfiltragao
seriada em membranas AMICON,
substituindo a ultracentrifugacdo em
colchdo de sacarose (UCCS), para
a obtencdo de um antigeno a ser
empregado em teste ELISA indireto
(ELISA-i).

Material e métodos

Cultivo celular e
producao de antigeno

O sobrenadante viral foi produzido
utilizando células de membrana sinovial
obtidas por explant de cabritos recém-
-nascidos comprovadamente negativos
para Virus da Artrite Encefalite Caprina
(CAEV) pelos testes de IDGA, Western
Blotting e PCR, seguindo as normas
estabelecidas pelo Comité de Etica
para Uso de Animais da Universidade
Estadual do Ceara — CEUA/UECE (pro-
tocolo de N°10030861-9).

Essas células foram inoculadas com
a cepa padrdao CAEV-Cork!, de titulo
inicial 105*TCID, /mL, as quais apresen-
taram efeito citopatico identificado por

' Amostra do virus CAEV-Cork gentilmente cedida pela
Universidade Federal Rural de Pernambuco, oriunda
do Laboratoire Associé de Recherches sur les Petits
Ruminants — INRA — ENVL — Franga.

sincicios e lise celular, conforme descrito
por Pinheiro et al. (2010), ao final de 21
dias de cultivo. Os sobrenadantes virais
foram submetidos, por trés ciclos de con-
gelamento a -80 °C e descongelamento
a 37 °C. Em seguida, o sobrenadante foi
clarificado por centrifugacdo a 3.300G a
4 °C durante uma hora, para retirada dos
debris celulares, sendo entdo armazena-
dos a -20 °C até o momento da filtragcao
para separacgao das fragdes proteicas do
virus da CAE.

Obtencao da proteina
P28 do virus da CAE por
microfiltracao seriada

Apbs a etapa de clarificagao, o sobre-
nadante foi submetido a microfiltragdes
seriadas. O volume inicial de 1.890 mL
de sobrenadante foi filtrado com uso de
membranas de 100 kDa, 50 kDa e 10
kDa, respectivamente, usando o sis-
tema AMICON modelo 8400 (Millipore®
Bedford, MA) com pressao positiva de
gas nitrogénio (membrana de 100 e
de 10kDa) e por centrifugacao (mem-
brana de 50 kDa). Todo o processo foi
realizado sob refrigeragao, a fim de se
evitar a desnaturagao das proteinas do
antigeno.

A primeira filtragcdo, em membrana
AMICON de 100 kDa, reteve solutos aci-
ma de 100 kDa e permitiu a passagem de
todas as proteinas de menor tamanho.
A fracdo abaixo do “cut-off” da membra-
na, que saiu da camara passando por
ela, foi utilizada na etapa seguinte de
filtracdo, utilizando a membrana capaz



de filtrar solutos de peso molecular de
50 kDa, dessa vez por centrifugagéo a
3.300 G a 4 °C durante uma hora. Apos
a terceira filtragdo, agora em membrana
AMICON de 10 kDa, o volume de sobre-
natante retido na camara que continha
as frangbes de antigeno entre 50 kDa
e 10 kDa, totalizava 50 mL. O antigeno
contido no sobrenadante obtido apos
essa tripla filtragdo correspondeu a faixa
de peso molecular da proteina alvo p28
de 28 kDa, sendo entdo concentrados
2.200 vezes em relagdo ao volume ori-
ginal por liofilizago.

Dosagem de proteina
total, SDS-PAGE e
Western Blot (WB)

A dosagem da proteina total do anti-
geno microfiltrado (AgMi) foi determina-
da pela metodologia de Bradford (1976).
Apés, o AgMi, amostras de antigeno ul-
tracentrifugado em colchao de sacarose
(AgUCCS) e o padrao broad-range (14.4
a 97 kDa - LMW Electrophoresis da
Pharmacia Biotech®) foram fracionados
por eletroforese em gel de poliacrilamida
a 12% (SDS-PAGE), segundo Laemmli
(1970). Um dos géis foi corado usando
azul de Comassie, segundo Harlon e
Lane (1998), para visualizagdo das
bandas. Os outros foram submetidos a
transferéncia passiva (Tesoro-Cruz et
al., 2009), para realizacdo do WB.

Bloquearam-se as membranas com
solugdo PBS Tween 0,3%, durante 60
min e lavaram-se com solugdo PBS
Tween 0,05% por 5 min em trés ciclos. O

soro positivo do kit comercial? foi diluido
na concentragéo de (1:100) e adiciona-
do as membranas, sendo incubado por
90 min. a 37 °C, sob constante agitacao.
Apdés as membranas, foram novamen-
te lavadas, como supracitado, para
adicdo do conjugado AntisSheep IgG
Peroxidase produzido em burro (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) na diluigdo
(1:1500) em PBS incubando por 60 min.
Apds as membranas, foram novamente
lavadas com solugao PBS Tween 0,05%
e PBS, respectivamente, por duas vezes
durante cinco minutos. A reagao de cor
foi realizada ao abrigo da luz com adi-
¢ao do substrato DAB/4-Cloronapthol e
Peroxido de Hidrogénio a 30%, parando
a reagao com agua destilada.

Elisa indireto (Elisa-i)

Utilizou-se a metodologia padroni-
zada por Alves (2011). Foram usadas
placas de poliestireno de 96 pocos
(NUNC-MAXISORP™)  sensibilizadas
com 1 ug/poco por 1 h a 37 °C e incu-
badas a 8 °C overnight. As placas foram
lavadas com solugdo PBS-Tween 0,05%
duas vezes e incubadas novamente
com solugdo de bloqueio (caseina 2%
em PBS) por 90 min. a 37 °C. Apos
esse periodo, a placa foi lavada com
solucdo PBS-Tween 0,05% duas vezes,

2 Caprine Arthritis-Encephalitis/Ovine Progressive
Pneumonia Antibody Test Kit. Veterinary Diagnostic
Technology, Inc®, USA. Composto por antigeno (p28 e
gp135), soro reagente (soro rico em anticorpos contra
a glicoproteina gp135), soro positivo (soro rico em
anticorpos contra as proteinas p28 e gp135) e soro
negativo (soro sem anticorpos contra as proteinas p28
e gp135).



acrescentando, em seguida, os soros
com a diluicdo de 1:100 e incubados
por mais 60 min a 37 °C. Os soros po-
sitivo, reagentes e negativos do kit de
IDGA (Veterinary Diagnostic Technology,
Inc®, USA), foram usados como con-
trole. Continuamente, os pogos foram
lavados, desta vez por cinco vezes, e
incubados com conjugado (Donkey Anti-
Sheep IgG Peroxidase - SIGMA®) na
diluicdo de 1:1500 por mais 1h a 37 °C.
Em seguida, as placas foram lavadas
por cinco vezes e reveladas em camara
escura por 18 minutos com substrato
OPD (2 mg de O-phenylenediamine em
presenca de 4 uL de H,O,) e com 10 mL
de tampao citrato, seguida de adigdo do
acido sulfarico (H,SO, 4N) como inibidor
da reagéo, e leitura a 490 nm em espec-
trofotdbmetro. O ponto de corte realizado
a partir da analise sorolégica de 119
animais comprovadamente negativos foi
de 0,352.

Avaliacao da Sensibilidade
e Especificidade do AgMi

Um total de 188 soros de animais
positivos e negativos, comprovado pela
técnica de WB com AgUCCS, foi compa-
rado pelos testes do Qui-Quarado (X2)
(Tyler; Cullor, 1989), a fim de avaliar a
sensibilidade e especificidade relativas
do AgUCCS em relagédo ao Ag micro-
filtrado, assim como o indice de con-
cordancia e indice Kappa entre os dois
resultados (Caquineau et al., 1988).

Resultados

Purificagcdo, concentracao
e dosagem de proteinas.

A concentracdo do antigeno, apés a
microfiltragao seriada e subsequente lio-
filizagao, resultou em um volume final de
800 uL, correspondendo, aproximada-
mente, a um volume 2.362 vezes menor
que a quantidade inicial. No tocante a
dosagem de proteinas totais pelo mé-
todo de Bradford, o antigeno purificado
AgMi mostrou uma concentracdo de
30,87 pg/uL.

SDS-PAGE e
Western Blotting

O perfil eletroforético exposto pelas
proteinas do AgMi, exibe um modelo de
bandas com pesos moleculares aproxi-
mados de 14.4 kDa a 97 kDa (Figura 1).

O antigeno AgMi com 30,87 pg/uL foi
diluido para uma concentracao final de
20 pg/pogo, para melhor visualizagao
das bandas. Para o AQUCCS também
foi utilizada essa mesma concentragao.

Entre as proteinas observadas, des-
tacou-se a banda proteica com peso
molecular de 28 kDa que demonstrou
capacidade antigénica no teste de
Western Blotting, como mostra a Figura
2. Aporgao referente a 135 kDa, testada
com uso de soro reagente (soro rico em
anticorpos contra a glicoproteina gp135)
foi fracamente observada).
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Figura1.Eletroforese emgelde poliacrilamida
(SDS-PAGE). Comparagéao do perfil proteico
entre o antigeno Ultracentrifugado (UCCS) e
o Antigeno. Microfiltrado (AgMi).

5 6 7 89 10

Figura 2. Western Blot de antigenos CAEV
Microfiltrado — AgMi (Colunas 2 a 7) e
Ultracentrifugado - AgQUCCS (Colunas 8 a
10). Coluna 1 (Padr&o de proteina); Colunas
2, 5 e 8 (soro caprino negativo); Colunas 4, 7
e 10 (soro reagente); Colunas 3, 6 e 9 (soro
positivo).

O teste de WB utilizando AgMi,
demonstrou que alguns animais apre-
sentaram anticorpos para a porgao refe-
rente a proteina p28, mostrando a posi-
tividade para a CAE, sendo que esses
animais foram testados com a mesma
técnica, utilizando-se outro antigeno de
procedéncia mais onerosa e laboriosa
(AgUCCS) tendo resultado semelhante.

Avaliacao da sensibilidade
e especificidade do ELISAI
com AgMi frente ao WB
com o antigeno UCCS

O teste ELISA indireto realizado a
partir de AgMi foi capaz de detectar um
numero de 88 animais positivos num
total de 99 animais; e 85 animais nega-
tivos de um total de 89 animais previa-
mente negativados por WB (AgUCCS),
mostrando uma sensibilidade de 95,6%
e especificidade de 88,5%, respectiva-
mente, assim como valor preditivo posi-
tivo de 88,9% e valor preditivo negativo
de 96,5%, com indice Kappa de 0,841, o
que demonstrou uma boa concordancia
entre os testes. Os dados mostraram-
-se significativos para o Qui-Quadrado
(p<0,001). A comparagao entre o resul-
tado dos testes WB (AgUCCS) e ELISA
AgMi sao mostrados na Figura 3.

Conclusao

A técnica utilizada na preparagao
de antigeno por microfiltracdo seria-
da demonstrou-se satisfatéria para a
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Qui-quadrado entre os testes: 130,23 (p<0,001).

Figura 3. Comparacao dos resultados entre as técnicas de Western Blotting (AQUCCS) e ELISA

(AgMi).

separacao da proteina p28 do CAEV.
O teste ELISAi com o AgMi demonstrou
alta sensibilidade e boa especificidade,
podendo ser utilizado como teste de
diagnostico seguro e eficaz da CAE,
apresentando um indice de concor-
dancia de 92% em relacéo ao teste de
Western Blotting.
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