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RESUMO

O sorodiagnóstico das lentiviroses de caprinos e ovinos é realizado principalmente pela
imunodifusão em gel de agar (AGID) e/ou ELISA. Embora relativamente simples, esses métodos
não identificam os antígenos virais reconhecidos na resposta imune do animal examinado, por
isso o western blot (WB) vem ganhando maior relevância como ferramenta de diagnóstico dessas
enfermidades. Neste trabalho, o antígeno utilizado no WB foi obtido através de um sistema
simplificado de purificação: concentração por diálise do sobrenadante de culturas celulares
infectadas, seguido de centrifugação em gradiente contínuo de sacarose. A separação das proteínas
virais foi obtida por SDS-PAGE a 10% e a transferência para membranas de nitrocelulose realizada
pelo sistema semi-úmido. A revelação das membranas mostrou reconhecimento pelo soro padrão
positivo de cinco proteínas, com pesos moleculares de 14-16, 25, 40, 50 e 70 kDa. Todas as 8 amostras
de soro caprino, positivas na ADIG, reconheceram pelo menos uma banda proteíca no immunoblot,
variando contudo o número de bandas reconhecidas. Reação positiva à glícoproteína 40 (gp 40)
foi observada em quatro animais, com intensidade de reação discreta em três deles. Dois animais
apresentaram reação positiva à proteína 16 (p16), e dois à gp 50, de pouca intensidade. Quanto à
gp 70, proteína que, embora reagisse com o soro padrão positivo, não foi reconhecida por nenhum
dos soros testados. Estes resultados sugerem que o WB pode ser empregado para o sorodiagnóstico
rotineiro das lentiviroses, ensejando estudos mais amplos do padrão de reconhecimento dos
antígenos apresentados por este novo sistema de purificação parcial de componentes virais.

PALAVRAS-CHAVE: Enfermidade, diagnóstico, CAEV, células, córnea, purificação, SDS-PAGE,
immunoblot.

ABSTRACT

WESTERN BLOT FOR THE DIAGNOSIS OF SMALL RUMINANT LENTIVIRUS INFECTIONS
IN GOATS: A SIMPLE METHOD FOR ANTIGEN PRODUCTION. The serodiagnosis of small
ruminant lentivirus (SRLV) infections in goats and sheep is usually performed by the agar-gel
immunodiffusion technique (AGID) and by ELISA. Therefore, the western blot (WB) is the choice
for the definition of antigen recognition patterns during the disease progression, being potentially
useful for the diagnosis itself. In the present study, the antigen used for WB was obtained by a novel
simple purification procedure: the dialysis of the supernatant of infected cultured cells, followed
by centrifugation in sucrose gradient. Proteins in the pellet were separated by SDS-PAGE at 10%
density and transferred to nitrocellulose membranes in a semi-dry blotting device. After
development, five viral proteins were recognized by the standard positive serum sample, with
molecular weights of 14-16, 25, 40, 50 and 70 kDa respectively. All 8 AGID positive goat serum
samples recognized at least one band in the immunoblot, with different intensities. The total
number of bands recognized by each serum sample varied considerably. A positive reaction to
gp40 was observed with 4 sera, although rather weak in 3 cases. Two samples were reactive to p16
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and two others to gp50, although weakly. Curiously, no serum was reactive to the 70 kDa antigen,
recognized by the standard positive serum sample. These results suggest that the WB can be
effectively used for the routine serodiagnosis of viral caprine arthritis encephalitis infection
(CAEV). It can also support further studies on antigen recognition patterns with the new antigen
provided by the novel simplified purification system of viral components described here.

KEY WORDS: Cells, corneal, purification, SDS-PAGE, immunoblot.

INTRODUÇÃO

Os Lentivírus de pequenos ruminantes (SRLV)
são agrupados em cinco grupos filogenéticos, repre-
sentados por dois grupos mais importantes que con-
templam os protótipos dos vírus da artrite-encefalite
caprina (CAEV) e de Maedi-Visna (MVV) (SHAH et al.,
2004). Estes vírus causam infecção caracterizada,
muitas vezes, por animais soropositivos aparente-
mente saudáveis. Entretanto, apenas aproximada-
mente 25% dos caprinos e ovinos infectados com
SRLV podem desenvolver artrite, sobretudo na articu-
lação carpo-metacarpiana, encefalomielites, emagre-
cimento, mastite e pneumonia progressiva (CALLADO

et al., 2001). Não existe tratamento para as SRLV nem
vacinas eficazes. Por isso o diagnóstico é uma ferra-
menta essencial para o seu controle.

No Brasil, o Plano Nacional de Vigilância e Con-
trole de Lentiviroses de Pequenos Ruminantes
(PNVCLVPR), que integra o Programa Nacional de
Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO) do Minis-
tério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2004), em fase de estruturação, pre-
coniza o uso da imunodifusão em gel de agar (AGID)
como teste diagnóstico para LVPR. Porém, existe a
carência de um teste que seja tido como padrão ouro,
em nível nacional, este teste é o western blot (WB) citado
por alguns autores (ZANONI et al., 1989; HOUWERS;
NAUTA, 1989; KAJIKAWA et al., 1990).

O WB tem sido utilizado comumente como padrão
ouro (gold standard), em padronizações e validações
de muitos testes de ELISA para diagnóstico de SRLV
em ovinos (ZANONI et al., 1989) e também como ferra-
menta na análise da resposta imunológica de ovinos
natural e experimentalmente infectados com Maedi-
Visna (HOUWERS; NAUTA, 1989; KAJIKAWA et al., 1990).
Porém, relatos sobre sua aplicação na espécie caprina
são escassos, sendo descrito apenas um WB usando
antígeno recombinante (ROSATI et al., 1995).

No desenvolvimento de um teste sorológico, o
processo de produção e purificação do antígeno em-
pregado é um passo importante (CELER; CELER, 2001).
Muitos protocolos para produção e purificação de
antígeno com fins diagnósticos para SRLV têm sido

estabelecidos e empregam, de forma simples ou com-
binada, as seguintes técnicas: centrifugação simples,
centrifugação e/ou ultracentifugação em gradiente
contínuo ou descontínuo de sacarose, filtração
pressurizada, cromatografias de troca-iônica e de
afinidade, concentração e precipitação com
polietilenoglicol 8.000 (PEG 8.000) (SIMARD et al., 2001;
ZANONI et al., 1994; SIMARD; BRISCOE, 1990a; SIMARD;
BRISCOE, 1990b; ARCHAMBAULT et al., 1988; HOUWERS et
al., 1982). A maioria destes é laboriosa e demorada,
pois contemplam várias etapas de processamento,
requerendo uma estrutura laboratorial sofisticada.

Este trabalho teve como objetivo propor um proto-
colo simples de obtenção de antígeno e a padroniza-
ção preliminar de um western blot (WB) para diagnós-
tico de SRLV em caprinos.

MATERIAL E MÉTODOS

Cultivo celular e infecção in vitro

Foram cultivadas células epiteliais de córnea de
feto caprino, provenientes de mães soronegativas,
obtidas por explantação. Os explantes de córnea
embebidos em meio essencial mínimo de Eagle (MEM),
suplementado com antibióticos (penicilina e
estreptomicina) e antifúngicos (fungizon ou
anfotericina B) foram transferidos para garrafas plás-
ticas de cultivo celular de 25 cm2, incubados a 37º C
por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 5 mL
de MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), seguindo-se o cultivo a 37º C, em atmosfera de
5% de CO2, até total confluência da monocamada
celular. As culturas estabelecidas foram adaptadas
para o cultivo em garrafas roller.

As monocamadas celulares subconfluentes, cul-
tivadas em garrafas roller, que se encontravam na
10ª passagem, foram infectadas com amostra viral
CAEV Corka (NARAYAN et al., 1980). A partir do 10º
dia pós-inoculação, a cada três dias, o sobrenadante
(sbn) de cada garrafa era coletado e congelado,
acrescentando-se às garrafas 200 mL de MEM com
2% de SFB. As garrafas eram substituídas quando

aAmostras gentilmente cedidas pelo Laboratoire d’Immunologie et de Biologie Pulmonaire (INSERM-Hôpital Louis
Pradel de Lyon-France) e Laboratoire Associé de Recherches sur les Lentivirus chez les Petits Ruminants (INRA-Ecole
National Vétérinaire de Lyon-France).
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apresentavam mais de 80% de destruição da
monocamada celular.

Produção e avaliação dos antígenos

Para produção dos antígenos, os sbn foram conge-
lados e descongelados três vezes, clarificados por
centrifugação (3.300 g por 20 minutos, a 4º C) e
dialisados contra PEG 8.000 a 40% em PBS (pH 7,6),
a 4º C durante 48 a 72 horas, até a concentração de
aproximada de 50 vezes (CALLADO, 1999), seguido de
centrifugação em gradiente contínuo de sacarose
(25%) em solução tampão TRIS - Cloreto de sódio –
EDTA (TNE), a 21.460 g por 2 horas e meia, a 4º C. O
pellet foi ressuspenso em dodecil sulfato de sódio a
0,25%. Células não infectadas foram submetidas a
este mesmo protocolo e utilizadas como controle ne-
gativo do antígeno no dot-blot e no WB.

Para determinar a concentração de proteínas foi
utilizada a técnica descrita por Bradford, modificada
por SEDMAK; GROSSBERG (1977), utilizando como pa-
drão a albumina sérica bovina (BSA), nas
concentraçãoes de 0, 1, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e
100 µg/mL.

A avaliação do antígeno purificado foi realizada
através do WB, padronizado a partir do dot-blot. Para
tal, foram empregadas fitas nitrocelulose de 6 mm x 6
cm (de largura e comprimento, respectivamante) com
porosidade de 0,45 µm. Nestas, foram distribuídos
4,8 x 10-4 µg/µL da proteína antigênica purificada, em
diluições duplas de 1/2 a 1/64, bem como o controle
do antígeno, para determinar a diluição de uso. Após
secagem, por 20 minutos, em temperatura ambiente,
as fitas foram lavadas três vezes, por cinco minutos,
sob leve agitação, com solução de lavagem TBST 0,1%
(100 mM de TRIS-HCl; pH8,0; 150 mM de NaCl, 0,1%
de Tween 20) e bloqueadas com solução de bloqueio
(TBST 0,1%, 1% de leite em pó desnatado [LPD])
(CELER et al., 1998), por uma hora, sob leve agitação, a
temperatura de 25-27° C. O soro padrão positivo, de
um kit comercialb, e o negativo, de um animal com
resultado negativo em três testes consecutivos de
ADIG, utilizando kit comercial, já citado anteriormen-
te, foram diluídos (1/10 a 1/1.600) em solução diluente
do soro (TBST 0,1%, 1% de LPD, 10 mM de EDTA e 5%
de SFB), incubados a 37º C, por uma hora; distribuí-
dos, e as fitas incubadas como descrito anteriormente.
O conjugado anti-cabra peroxidase utilizado no dot-
blot e no WB foi produzido de acordo com CASTRO

(1998). Este foi diluído em solução do conjugado
(TBST 0,1%, 1% de LPD), de 1/100 a 1/800, distri-
buído, e as fitas incubadas a temperatura ambiente,

sob leve agitação, por uma hora. Posteriormente, fo-
ram lavadas cinco vezes por cinco minutos, e o
substrato 3’-3’-5’-5’- Tetrametilbenzidina (TMB), na
concentração de 2,4 x 10-3 g/mL, foi adicionado. A
reação foi interrompida com água destilada quando
se observou reação do soro padrão positivo e boa
diferenciação com a reação do soro padrão negativo.

Para o WB foi realizada uma eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% (SAMBROOK ;
RUSSELL, 2001), a fim de separar os polipeptídeos
virais. O antígeno purificado encontrava-se na con-
centração de 0,51 mg/mL e foi diluído (1/2 a 1/256)
em tampão de Laemmli preparado de acordo com
HECKERT et al. (1992), aquecido a 100º C por 5 minutos
e distribuído em dois mini-géis descontínuos de
poliacrilamida, em cuba vertical. As condições de
corrida dos mini-géis foram corrente de 10 mA e
voltagem de 92 mV por, aproximadamente, uma
hora e meia. Para a estimativa do peso molecular das
proteínas do antígeno foi utilizado o marcador
BenchMark™ Protein Laderc.

Os polipeptídeos, assim separados, foram transfe-
ridos do gel para a membrana de nitrocelulosed de
0,45 µm, pelo método de transferência semi-úmido
(KURIEN; SCOFIELD, 2006), utilizando solução tampão
TRIS-glicina (24 mM de TRIS, 192 mM de glicina,
metanol 20%, pH 8,6) (SAMBROOK ; RUSSELL, 2001). A
transferência ocorreu por 40 minutos, a 280 mA e 5
mV. Em seguida as membranas foram embaladas em
papel alumínio e conservadas a -20º C.

No momento da realização do immunoblot as mem-
branas foram descongeladas, cortadas em fitas de 0,6
cm de largura, e bloqueadas com solução de bloqueio
(CELER et al., 1998), por uma hora, a temperatura de 25-
27º C, sob leve agitação. Passado o tempo do bloqueio
as fitas foram lavadas três vezes, com solução de
lavagem, durante cinco minutos. Todos os diluentes,
o conjugado e o substrato foram os mesmos utilizados
no dot-blot.

Para realização do teste os soros foram diluídos 1/
400, incubados a 37º C, por uma hora, distribuídos
nas fitas que foram incubadas a 25-27° C, por uma
hora sob leve agitação. Em seguida, foram realizadas
três lavagens, por cinco minutos, quando o conjugado
anti-cabra peroxidase diluído a 1/100 foi distribuído
e as fitas incubadas nas condições anteriormente
descritas. Após uma hora, as fitas foram lavadas
cinco vezes, por cinco minutos, e o substrato TMB
adicionado. A reação foi acompanhada e interrom-
pida com água destilada, quando o soro padrão po-
sitivo reagiu e apresentou boa diferenciação com a
reação do soro padrão negativo.

bAntígeno CAEV – ADIG; Biovetech®, Brasil.
cInvitrogen, USA.
dMillipore, USA.
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Um soro padrão positivo e negativo e oito amos-
tras de soros caprinos naturalmente infectados, iden-
tificados como positivos em dois testes de ADIG,
consecutivos em intervalos de quatro meses, utilizan-
do o kit comerciale, foram empregados na avaliação do
WB.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Cultivo celular

As células epiteliais de córnea foram permissíveis
à replicação da amostra viral CAEV Cork, apresen-
tando, em torno da 7ª passagem, efeito citopático
(ECP) caracterizado pela formação de sincícios,
caracterizados por células multinucleadas gigantes,
resultante da fusão de células infectadas e não-
infectadas que foram observadas na segunda semana
pós-inoculação (PI), as células continuaram permis-
síveis pelo menos até 30ª passagem, quando se encer-
rou a avaliação. ABREU et al. (1998) citaram que o
cultivo celular primário que apresenta melhor
permissividade à amostra viral CAEV é o de membra-
na sinovial caprina (MSC), tendo CAEV apresentan-
do replicação satisfatória, tanto em células de baixa
passagem (5ª a 7 ª) como de alta (17ª a 18ª), produzindo
ECP típico. A formação destes sincícios, observados
pelas células gigantes multinucleadas, parece ser
resultado da interação entre as glicoproteínas do
envelope viral e receptores presentes na membrana
celular da célula hospedeira (LEROUX et al., 1995).

Com base neste comportamento observado, pode-
se concluir que as células epiteliais de córnea apre-
sentam receptores específicos, responsáveis pela
adsorção viral, e disponibilidade de fatores celulares
para transcrição viral (HUSO et al., 1988; LEROUX et al.,
1995).

Produção e avaliação do antígeno

O antígeno produzido apresentou concentração
protéica média de 0,48 mg/mL. Quando submetido a
SDS-PAGE foram visualizados polipeptídeos virais
de diversos pesos moleculares. Por ser um detergente
aniônico forte, o SDS quebra as pontes dissulfídricas
e de hidrogênio das proteínas, que assumem compor-
tamento de polímeros não estruturados carregados
negativamente, permitindo a separação das
subunidades polipeptídicas durante corrida
eletroforética (WATSON et al., 2006). SIMARD;  BRISCOE

(1990a) observaram que concentrações superiores a
0,25% de SDS, embora permitam uma melhor
visualização das subunidades protéicas, promovem

perda de reconhecimento de epitópos pelos
anticorpos, não sendo recomendada a utilização de
concentrações superiores a 0,25% na preparação de
antígenos.

O dot-blot tem sido considerado um teste atrativo
para aplicação no diagnóstico de rotina de lentiviroses,
em virtude dos procedimentos permitirem a realiza-
ção de dezenas de ensaios em membrana de
nitrocelulose para detecção de anticorpos com alta
sensibilidade e especificidade (PINHEIRO et al., 2001).
Além disso, tem se mostrado útil como auxiliar na
padronização do WB (ÖZYÖRÜK et al., 2001).

No processo de padronização, a escolha dos
diluentes e o estabelecimento da diluição dos
reagentes é um ponto crucial. No immunoblot,  a
detecção dos anticorpos pode ser influenciada tanto
pela qualidade quanto pela quantidade do antígeno
utilizado. Com a realização do dot-blot foi possível
estabelecer a diluição de uso do antígeno (1/4), do
soro (1/400) e do conjugado anti-cabra peroxidase
(1/100) (Fig. 1). Estas condições, após avaliação nas
concentrações imediatamente superior e inferior, tam-
bém se mostraram ideais no WB (dados não demons-
trados).

eAntígeno CAEV – ADIG; Biovetech®, Brasil.

Fig. 1 – Resultado do dot-blot utilizando os soros padrão
positivo e negativo diluídos de 1/100 até 1/1600 e conju-
gado anti-cabra peroxidase (1/100).
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No immunoblot, quando as fitas de nitrocelulose
foram incubadas com o soro padrão positivo, obser-
vou-se nitidamente reação a cinco proteínas virais,
com pesos moleculares de 14-16, 25, 40, 50 e 70 kDa
(Fig. 2); nenhuma reação no soro padrão negativo foi
evidenciada. Estas proteínas têm sido descritas como
reativas em outros trabalhos realizados com soro
ovino (ZANONI et al., 1989; HOUWERS; NAUTA, 1989;
HECKERT et al., 1992; BRODIE et al., 1992; ROSATI et al.,
1994; VAREA et al., 2001). Adicionalmente, observou-se
discreta reação a uma proteína de 14 a 16 kDa no
immunoblot com o antígeno diluído 1/2 (Fig. 2). Esta
proteína tem sido descrita como sendo de matriz
(MA), já detectada em outros estudos realizados uti-
lizando soro ovino (HOUWERS; NAUTA, 1989; ZANONI et
al., 1989; KAJIKAWA et al., 1990; ROSATI et al., 1994; VAREA

et al., 2001).

A reação do soro padrão positivo mais intensa foi
contra um polipeptídeo de aproximadamente 25
kDa, que é identificado como sendo a proteína inter-
na de capsídeo (CA), a mais abundante do vírus e que
estimula forte resposta humoral durante a infecção
(HOUWERS; NAUTA, 1989; JOAG et al., 1996). Um segun-
do polipeptíeo, de 40 kDa, identificado como uma
glicoproteína de transmembrana (gp 40-TM) (COFFIN

et al., 1996), citada por R OSATI et al. (1995) como maior
marcador imunológico nas infecções por CAEV, uma
vez que a produção de anticorpos se inicia entre a 20ª
e 33ª semana pós-infecção, tal como acontece nas
infecções, em humanos pelo vírus da imunodeficiên-
cia humana (HIV), foi observada, também, nos ensai-
os descritos por ZANONI et al. (1989). A banda protéica
de 50 kDa, possivelmente um precursor do gene gag
Pr50gag (JOAG et al., 1996), apresentou discreta reação
frente ao soro padrão positivo. Foi ainda visualizada
reação positiva a uma proteína de 70 kDa, descrita
como sendo uma glicoproteína de superfície (gp 70),
possivelmente, produto de clivagem da glicoproteína
de superfície (gp135) (HOUWERS;  NAUTA,  1989;
HECKERT et al., 1992). A intensidade das reações entre
o soro padrão e as cinco proteínas foi variável, obser-
vando-se maior intensidade de reação com o
polipeptídeo de 25 kDa, provavelmente pela sua
abundância (Fig. 2).

Outros estudos têm demonstrado o reconheci-
mento de uma proteína de peso molecular de 135 kDa
(gp135-SU) (HOUWERS; NAUTA, 1989), não observada
neste trabalho. A ausência de reação a esta proteína
pode ser devido à redução na reatividade das prote-
ínas glicosiladas nas condições do immunoblot
(HOUWERS; NAUTA, 1989) ou, ainda, uma conseqüên-
cia do processo de purificação do antígeno, pois as
partículas virais podem perder o antígeno de enve-
lope, principalmente quando se utiliza gradiente
contínuo de sacarose (KAJIKAWA et al., 1990; BRODIE  et
al., 1992).

Fig. 2– Resultado do Western Blot. Em a) Gel de
poliacrilamida a 10% corado com Comassie Brilhant Blue R-
250, mostrando o marcador de peso molecular ladder de
220-14kDa; b) immunoblot com presença de reação positiva
a cinco proteínas virais de 70, 50, 40 e 25 kDa).

Fig. 3 – Resultado do immunoblot realizado com oito amostras de soro caprino, positivos para lentivírus de pequenos
ruminantes (SRLV) na imunodifusão em gel de agar (ADIG). Em N) Soro padrão negativo P) Soro padrão positivo; 1
a 8) Amostras de soro caprino positivos na ADIG.
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Ao se realizar o immunoblot em oito amostras de
soro caprino, de campo, positivo na ADIG, observou-
se que todos os animais apresentaram reação positiva
a pelo menos uma proteína. Dois animais apresenta-
ram reação positiva à p16 ou p14, e dois a gp 50, estas
reações ocorreram com baixa intensidade. Ao
polipeptídeo de 25 kDa todos os animais reagiram
com intensidade variável. Reação positiva a gp 40 foi
observada em quatro animais (animais 1, 3, 5 e 7), com
intensidade de reação discreta em três deles (Fig. 3).
Os soros padrão positivo e os soros de campo, neste
ensaio, não reconheceram a proteína de 70 kDa. A
diferença nos padrões de reconhecimento das prote-
ínas virais pode possivelmente também ter relação
com fatores não passíveis de avaliação neste estudo,
devido ao número de amostras testadas. É necessário
investigar sua relação com a forma clínica, tempo de
infecção, sexo e origem dos animais, dentre outros.

CONCLUSÃO

Pelo exposto pode-se concluir que o western blot é uma
técnica que tem potencial emprego no diagnóstico de
SRLV, precisando ser mais amplamente avaliada. O
protocolo empregado para purificação de antígenos foi
satisfatório, rendendo uma concentração proteíca
antigênica igual ou inferior à obtida em outros estudos,
onde se trabalharam com outros tipos de células primá-
rias, tais como as células de membrana de sinovial caprina
(MSC) (CASTRO, 1998; PINHEIRO, 2001; ARAGÃO, 2007), po-
rém é necessário que estudos de viabilidade de seu uso em
outros ensaios imunoenzimáticos sejam realizados.
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