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IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução

A Artrite Encefalite Caprina (CAE) é uma doença infeccio-

sa, multissistêmica, de caráter debilitante. É causada por

um lentivírus denominado Vírus da Artrite-Encefalite

Caprina (CAEV), que pertencente à família Retroviridae,

subfamília Lentivirinae e gênero Lentivírus e acomete

caprinos em várias fases do desenvolvimento etário,

independente do sexo, raça e produção (KLEVJER-

ANDERSON et al., 1984; LARA et al., 2005). Esta virose

possui distribuição mundial e ocorre de forma endêmica,

afetando principalmente caprinos leiteiros em diversas

regiões do mundo. É uma doença de evolução lenta e

progressiva que afeta pulmões, glândula mamária e,

principalmente, as articulações em animais adultos e o

sistema nervoso central em animais jovens.

A principal forma de transmissão do vírus da CAE ocorre

pela ingestão de colostro e/ou leite de fêmeas infectadas.

Porém, a transmissão através do sêmen é possível, visto

que já foi evidenciada a presença do vírus no sêmen em

células não espermáticas presentes no ejaculado de

animais infectados (ANDRIOLI et al., 1999; TRAVASSOS et

al.,1999; PAULA et al., 2009; RICARTE et al., 2010). Além

disso, SOUZA (2010) constatou que fêmeas soronegativas

para CAEV e inseminadas com sêmen contendo o vírus,

soroconverteram trinta dias após a inseminação artificial,

mostrando que o sêmen é uma fonte de grande risco para

a disseminação do vírus.

Apesar de ser uma importante fonte de transmissão, os

fatores que interferem na presença do CAEV no sêmen

ainda não estão bem esclarecidos (NASH et al., 1995;

QUAYLE et al., 1997), sendo necessário pesquisas que

possam desvendar esses fatores e melhorar o conheci-

mento da patogenia, do diagnóstico e do controle de

enfermidades víricas (ANDRIOLI et al., 2003).

As técnicas de diagnóstico para identificar precocemente

o animal infectado favorecem o controle da CAE, devido

ao fato de alguns portadores serem assintomáticos e

possuírem latência ou lenta produção de anticorpos

(JOAG et al., 1996). Dessa forma, a utilização de métodos

de diagnóstico mais refinados como Western Blot (WB) e
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2 Técnica de Western Blot para detecção de anticorpos...

a reação em cadeia de polimerase (PCR) que detectam o

anticorpo e DNA do vírus, respectivamente, é uma

ferramenta importantíssima para diagnosticar precoce-

mente os animais portadores do vírus.

O uso de testes sorológicos e moleculares para o diagnós-

tico da CAE pode identificar reprodutores falso-negativos,

controlando a disseminação do vírus no rebanho, visto

que o animal uma vez infectado permanece com a doença

por toda vida. Com o agravamento da doença, perdas

econômicas consideráveis são observadas na produtivi-

dade do rebanho, como redução na produção leiteira e do

período de lactação, além de diminuir a eficiência

reprodutiva (GREENWOOD, 1995; BIRGEL JUNIOR et al.,

2007; BRITO, 2009). Sabe-se também que a existência de

reprodutores e matrizes infectados pelo CAEV afeta os

programas de melhoramento genético, pois os

caprinocultores são obrigados a afastar estes animais da

reprodução (ANDRIOLI et al., 2003).

Devido à escassez de conhecimento sobre outras amos-

tras biológicas utilizadas em técnicas sorológicas, além do

soro sanguíneo, este estudo teve como objetivo padroni-

zar um teste de WB para diagnóstico da CAE no plasma

seminal.

ProtocoloProtocoloProtocoloProtocoloProtocolo

A padronização do protocolo do WB utilizado neste

experimento foi adaptado de Rodrigues et al. (2009).

WWWWWestern Blot no plasma seminalestern Blot no plasma seminalestern Blot no plasma seminalestern Blot no plasma seminalestern Blot no plasma seminal
O antígeno utilizado foi produzido no Laboratório de

Virologia da Embrapa Caprinos e Ovinos, por cultivo

celular de membrana sinovial caprina – MSC, infectada

pela cepa viral CAEV Cork, contendo a proteína p28, que

corresponde à proteína do capsídeo, com concentração

proteica viral de 4,23 µg/ìL.

No WB, as proteínas do antígeno inicialmente foram

separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) a 4% de concentra-

ção e de separação 12,5%, onde foi utilizada uma quanti-

dade de 13 ìL de antigeno por gel. A corrida aconteceu em

aparelho BIO-RAD modelo Power PacTMHC, cuja progra-

mação inicial é de 300 Watts (W), 1,00 Ampères (A) e 170

volts (V) por, aproximadamente, 60 minutos. Após a

separação das bandas de proteínas do CAEV, estas foram

transferidas do gel para a Membrana de Nitrocelulose

(MN) (PROTAN BA 85) com porosidade de 0,45ìm, através

do trans-blot, por 60 minutos a 100 volts, 300W  e 1 A

(TOWBIN et al., 1979). A MN foi colocada em recipiente

contendo corante Ponceau’s e mantida sob agitação, até

que fosse possível visualizar alguma banda proteica. A

MN era lavada com água destilada para desprendimento

do máximo possível de corante e visualização nítida das

bandas de proteína do vírus e do padrão de peso

molecular. Em seguida, a MN foi imersa em solução de

bloqueio PBS Tween 0,3% por 60 minutos e lavada com

solução de PBS-Tween 0,05% por três vezes, durante

cinco minutos cada lavagem. Posteriormente, esta foi

cortada em tiras contendo aproximadamente 2,0µg/tira,

que foram devidamente identificadas e distribuídas em

tubos de ensaio de 5 mL com a mesma identificação,

contendo solução de PBS 1X. Cada tubo tinha um volume

de 1500ìL de PBS.

Foram testadas três diluições do plasma seminal: 1:12,5;

1:25 e 1:50 para identificar a reação mais forte e visível

frente à proteína do vírus da CAE. Dentre as três diluições

testadas, aquela que demonstrou maior visibilidade da

reação foi a 1:12,5.  A diluição 1:25 mostrou uma reação

fracamente visível enquanto que a diluição 1:50  não

visualizou-se a banda proteica do vírus imunoreagente

(Figura 1).

Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1Figura 1..... Resultado do WB realizado em amostra de plasma seminal
com as diluições 1:12,5 (1), 1:25 (2) e 1:50 (3 e 5). A coloração mais
evidente na altura da proteína p28 indica as amostras positivas. C+ =
controle positivo; C- = controle negativo.

p28

C+ C-

1:
12

,5

1:
12

1:
50

1:
50

A diluição utilizada para as amostras de soro foi 1:50. Aos

tubos com a MN, foram adicionados soro e os controles

positivo e negativo, sendo então incubados por 30

minutos. Em seguida, realizaram-se três lavagens com

PBS-Tween 0,05%, por cinco minutos cada uma. Após a

lavagem, colocou-se o conjugado imunoglobulina G (IgG)

anticabra conjugado com peroxidase (Sigma® - A 5420),

diluído em PBS 1X (1:20000), por 60 minutos. Após esse

período, as tiras de MN foram lavadas duas vezes com

PBS-Tween 0,05% e duas vezes com PBS 1X, durante

cinco minutos cada uma. A MN foi revelada numa solução
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3Técnica de Western Blot para detecção de anticorpos...

de 4-Cloro-1-Napthtol e 3,3 Diaminobenzidine, acrescido

de peróxido de hidrogênio a 30%. Todas as etapas, com

exceção da revelação, são realizadas sob agitação. No

final, a MN é lavada com água destilada e secada em

papel de filtro.

Comparação dos testesComparação dos testesComparação dos testesComparação dos testesComparação dos testes
Para avaliação do teste de WB no plasma seminal,

utilizou-se o sangue e o sêmen de 16 reprodutores, sendo

oito positivos (G1) e oito negativos (G2) testados três

vezes pelo teste WB, intervalados por 120 dias, utilizando

o soro sanguíneo.

O WB padronizado foi comparado com os testes

sorológicos de Imunodifusão em gel de ágar (IDGA)

(tabela 1), realizado segundo a metodologia descrita por

Pinheiro et al. (2010) e o WB, segundo Rodrigues et al.

(2009). A técnica padronizada também foi comparada

com a PCR realizada no sêmen e no sangue.

A identificação de anticorpos anti-CAEV através do WB no

soro sanguíneo comprova a sensibilidade do teste em

detectar animais positivos ao vírus.

Os resultados da tabela 2 demonstram que o WB plasma

seminal pode ser utilizado para identificar animais negati-

vos e positivos, pois possui alta especificidade (100%) e

boa sensibilidade (87,5%), respectivamente, em compara-

ção com o WB utilizando soro sanguíneo. Há alta concor-

dância entre os testes demonstrados pelo índice Kappa e

confirmados estatísticamente pelo teste qui-quadrado.

Reação de Cadeia deReação de Cadeia deReação de Cadeia deReação de Cadeia deReação de Cadeia de
PPPPPolimerase - Nested-PCRolimerase - Nested-PCRolimerase - Nested-PCRolimerase - Nested-PCRolimerase - Nested-PCR
A PCR Nested foi realizada segundo a metodologia

descrita por Andrioli (2006b) para verificar se a presença

dos anticorpos no sêmen estaria relacionada com a

presença de células infectadas pelo CAEV. Foram utiliza-

das oito amostras de soro e oito de sêmen, sendo que

apenas duas amostras foram positivas na PCR (tabela 3),

sendo que em uma amostra o DNA viral estava presente

no sêmen, porém não apresentou DNA pró-viral no

sangue ou anticorpo no IDGA. A outra amostra apresen-

tou DNA viral no sangue e presença de anticorpo no soro,

porém no sêmen não foi encontrado DNA pró-viral do

CAEV (tabela 3).

Embora a PCR identifique animais portadores dos

lentivírus caprinos antes da soroconversão, ou seja, na

infecção aguda, tem-se relatado que após a

soroconversão, a PCR no sangue apresenta-se menos

sensível que outros testes sorológicos, como o WB. Dessa

forma, existe a recomendação de utilizar a associação

dos dois testes em programas de monitoramento e

controle da enfermidade (DE ANDRÉS et al., 2005;

ANDRIOLI et al., 2006a).

Alguns autores avaliando o perfil de anticorpos anti-CAEV

no sangue por IDGA e a presença de DNA pró-viral do

CAEV no sangue e sêmen por PCR de reprodutores

infectados, observaram que não existe correlação entre

SOROSOROSOROSOROSORO PSPSPSPSPS SOROSOROSOROSOROSORO

NEGATIVO 14 9 8

POSITIVO 2 7 8

TTTTTOOOOOTTTTTALALALALAL 1 61 61 61 61 6 1 61 61 61 61 6 1 61 61 61 61 6

ANIMAISANIMAISANIMAISANIMAISANIMAIS IDGAIDGAIDGAIDGAIDGA                                                                                                               WBWBWBWBWB

TTTTTeste Seste Seste Seste Seste Sorológicoorológicoorológicoorológicoorológico

TTTTTabela 1abela 1abela 1abela 1abela 1. Resultados dos testes de IDGA e WB no soro

sanguíneo e plasma seminal (PS) para detecção de

anticorpos anti-CAEV.

TTTTTabela 2. abela 2. abela 2. abela 2. abela 2. Valores estimados de sensibilidade (Sens), especificidade (Espec), valor preditivo positivo (VPP), valor

preditivo negativo (VPN), índice Kappa e qui-quadrado para os testes WB com plasma seminal e soro sanguíneo em 16

amostras de soro caprino.

+++++ ----- TTTTTotalotalotalotalotal

+++++ 7 0 7

----- 1 8 9

TTTTTotalotalotalotalotal 8 8 16

Sens. (%) Espec. (%) VPP(%) VPN(%) Kappa x2*

87,5 100 100 88,88 0,87 9,149,149,149,149,14 p<0,05

Plasma SeminalPlasma SeminalPlasma SeminalPlasma SeminalPlasma Seminal 

TTTTTeste este este este este WBWBWBWBWB

Plasma SeminalPlasma SeminalPlasma SeminalPlasma SeminalPlasma Seminal

Soro SanguineoSoro SanguineoSoro SanguineoSoro SanguineoSoro Sanguineo

Qui-quadrado com correção de Yates
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eles (ALI AL HAMAD et al. 2008; PAULA et al. 2009). Os

resultados corroboram com a intermitente presença do

vírus no sêmen (PAULA et al., 2009).

 Conclui-se que o teste Western Blotting para detecção de

anticorpos contra o vírus da Artrite Encefalite Caprina no

plasma seminal é uma boa opção de diagnóstico, princi-

palmente no caso de possuir somente amostras de

sêmen.

TTTTTabela 3. abela 3. abela 3. abela 3. abela 3. Resultados das análises pelos testes de IDGA,

WB e PCR, de soro, plasma seminal (PS), sêmen e sangue

dos animais experimentais.

Animais Soro PS Soro Sêmen Sangue

11111 - + + - -

22222 + + + - -

33333 + + + - +

44444 - + + + -

55555 - - + - -

66666 - + + - -

77777 - + + - -

88888 - + + - -

11111 - - - - -

22222 - - - - -

33333 - - - - -

44444 - - - - -

55555 - - - dp dp

66666 - - - - -

77777 - - - - -

88888 - - - - -

IDGAIDGAIDGAIDGAIDGA W BW BW BW BW B PCRPCRPCRPCRPCR

TTTTTestesestesestesestesestes

G1

G2

* (+) Animais positivos aos testes realizados;
(-) Animais negativos aos testes; (dp) dado pedido.
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