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RESUMO 
 

 
 

Os Lentivírus de pequenos ruminantes são responsáveis por uma significante perda 

econômica que proporcionou o desenvolvimento de eficientes programas de controle e 

monitoramento na Europa e em outros países. O diagnóstico da CAE é baseado 

principalmente em testes sorológicos. A Organização Mundial da Saúde Animal (OIE) 

recomenda a utilização da Imunodifusão em gel de agarose (IDGA) pelo baixo custo, 

alta especificidade e praticidade de execução. Os antígenos utilizados para o diagnóstico 

sorológico são compostos principalmente pelas proteínas estruturais p28 e gp135. O 

IDGA   pode   determinar   resultados   falsonegativos,   por   ser   um   teste   de   baixa 

sensibilidade. Nesse sentido a produção de antígenos virais é importante nos testes de 

detecção da CAE, pois, trata-se de um insumo crítico que influencia diretamente na 

sensibilidade dos testes sorológicos. No processo de extração e purificação de proteínas 

são utilizados sistemas contendo polímeros ou surfactantes. Os sistemas que contêm 

surfactantes são mais simples e menos onerosos. Atualmente o SDS (dodecil sulfato de 

sódio) tem sido o surfactante de preferência em trabalhos com a proposta de extrair e 

purificar antígenos oriundos de Lentivirus de pequenos ruminantes. Nesse sentido este 

trabalho por objetivo avaliar odesempenho de outros surfactantes na produção de 

antígenos do vírus da artrite e encefalite caprina em relação ao surfactante SDS.Nos 

tratamentos avaliados pelo método de diagnóstico IDGA observou-se uma melhoria na 

difusibilidade dos antígenos em relação ao controle não submetido ao tratamento com 

surfactantes. Os surfactantes CHAPS e Triton x-100 apresentaram reações tanto para o 

pellet quanto para o sobrenadante, mesmo com a presença de interferentes, como a 

albumina no sobrenadante, denotando a presença de proteínas virais. Entretanto, nos 

ensaios de Western Blotting apenas o tratamento com CHAPS apresentou um resultado 

satisfatório em todas as concentrações utilizadas. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Palavras Chave: CAEV, Surfactantes, Produção de Antígeno, Detergente, Caprinos 
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ABSTRACT 
 

 
 

The small ruminantslentiviruses are responsible for a significant economic loss that 

enabled the development of efficient control and monitoring programs in Europe and 

other countries.The diagnosis of CAE is mainly based on serological tests.The World 

Organisation   for   Animal   Health   (OIE) recommends   the   use   of agarose gel 

immunodiffusion (AGID) for its low cost, high specificity and practicality of 

implementation.The antigens used for serological diagnosis are composed mainly by 

structural proteins p28 and gp135.The AGID can determinefalse-negative results, dueto 

be a test of low sensitivity.Thus the production of viral antigens is important in testing 

for CAE, for this is a critical input that may influence the sensitivity of serological 

tests.In  the  protein  extraction  process,  purification  systems  are  used  containing 

polymers or surfactants.The systems containing surfactants are simpler and less 

expensive.Currently,  the  SDS  (sodium  dodecyl  sulfate)  has  been  the  surfactant 

preferably to extract and purifysmall ruminant lentivirus antigens.Therefore,this work 

aim to evaluate the performance of other surfactants in the caprine arthritis and 

encephalitis virus antigens production in relation to the surfactant SDS.The treatments 

evaluated by diagnosis method AGID was observed an improvement in the diffusion 

capacity of the antigens compared to the control not added with surfactants.The CHAPS 

and Triton X-100 surfactants had reactions to both: pellet and supernatant, indicating 

the presence of viral proteins, even with the presence of interfering as albumin in the 

supernatant.However, in Western blotting assays only the treatment with CHAPS 

showed a satisfactory result at all concentrations used. 

 
 
 
 

 
Keywords: CAEV, Surfactants, Antigen Production, Detergent,Goats 
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1.INTRODUÇÃO 

O rebanho caprino nacional detém aproximadamente 9,5 milhões de animais, 

que correspondem a 1,1 % do rebanho mundial de acordo com a FAO (2008). Em 2007 

o Brasil ocupou a 19º posição na produção de leite de cabra mundial, segundo a FAO 

(FoodandAgriculture Organization of United Nations) 

O vírus da artrite e encefalite caprina (CAEV) pertence à família Retroviridae e 

gênero dos Lentivirus,estes são constituídos de RNA fita simples. Esse grupo alberga, 

além do CAEV, o Maedi Visna (MVV) e ambos causam doenças inflamatórias crônicas 

que acometem pequenos ruminantes (Haase, 1986; Peterhans, 2004). Os Lentivírus de 

pequenos ruminantes são responsáveis por uma significante perda econômica que 

proporcionou o desenvolvimento de eficientes programas de controle e monitoramento 

na Europa e em outros países (Peterhans, 2004; Leitner, 2010;Brinkhof, 2009). 

O vírus da CAE compartilha no seu genoma seqüências homólogas com o 

MVV (Hötzel, 2003). O CAEV possui quatro grandes proteínas estruturais 

antigenicamente relacionadas com o Lentivirus de ovinos. A p28, p19, componentes 

internos da p16 e a gp135 (Cheevers, 1988). 

Algumas estratégias de controle são amplamente utilizadas com o objetivo de 

erradicar o vírus nos rebanho, tendo como base evitar as rotas de transmissão viral 

descritas por Blacklaws, 2004. Dentre as medidas destacamos o isolamento do neonato 

ao nascer, fervura dos colostros mesmo oriundos de animais aparentemente sadios, 

evitar o  contato direto  entre os  animais  e  realizar  diagnósticos em  animais  recém 

adquiridos antes de introduzi-los no rebanho (Blacklaws, 2004). 

O monitoramento geralmente é feito através de métodos sorológicos indiretos 

como Imunodifusão em Ágar (IDGA) e ELISA (enzyme-linkedimmunosorbentassays), 

(Brinkhof, 2007). Para a realização do monitoramento através de testes sorológicos são 

necessários antígenos virais, que podem melhorar diretamente a sensibilidade dos testes 

de diagnósticos empregados. No processo de purificação de proteínas virais são 

utilizados aditivos como os surfactantes. O surfactante de rotina utilizado para 

purificação de proteínas de Lentivírus de pequenos ruminantes é o SDS (Heckertet 

al.,1992; Celler et al., 1998;Torres.,2009). Diante disso o objetivo desse trabalho foi 

avaliar a utilização de outros surfactantes na produção de antígenos do vírus da artrite e 

encefalite caprina. 



18  

 
 

2-REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1-Artrite encefalite caprina 

 
Breve Histórico 

 

O CAEV foi descrito clinicamente pela primeira vez em 1959 na Suiça, quando 

caprinos adultos apresentaram artrite crônica (Stünzi et al., 1964), sendo isolado 

posteriormente de amostras oriundas de caprinos (Cork et al.,1974). Em 1980, a Artrite 

Encefalite Caprina foi reconhecida como uma virose e seu agente incluso na família 

Retroviridae (Crawford et al.,1980). Desde então, diversas técnicas sorológicas tem sido 

empregadas, com o objetivo de diagnosticar e realizar um levantamento epidemiológico, 

monitorando a prevalência ou ocorrência do vírus da CAE (Pinheiro; Gouveia; Alves, 

2001). 
 

No Brasil, a primeira descrição de  Lentivírus de pequenos ruminantes em 

caprinos ocorreu no Rio Grande do Sul(Moojen et al. 1986). Estudos realizados na 

região Nordeste, especificamente no Ceará mostram que ocorrência de caprinos 

soropositivos para o CAEV de 40,73% (Melo; Franke, 1997). Nesse mesmo Estado, 

outro estudo aponta uma prevalência da infecção pelo CAEV de 1% (40/ 4019), 

destacando os caprinos com faixas etárias acima de três anos que representaram 32,5% 

dos animais soropositivos (Pinheiro; Gouveia; Alves, 2001). 

 
2.2-Características gerais do vírus 

 
O CAEV é um vírus RNA que pertence à família Retroviridae e subfamília 

Orthoretrovirinae albergando o gênero Lentivirus. No gênero Lentivírus estão inclusos, 

além  do  CAEV:  Maedi-Visna vírus  (MVV); os  vírus  das  imunodeficiências felina 

(FIV), bovina (BIV), símia (SIV) e humana (HIV-1, HIV-2), também pertencem a esse 

gênero o vírus da anemia infecciosa equina (AIEV) e Lentivirus puma (ICTV, 2009). 

Os  Lentivírus  apresentam-se,  de  modo  geral,  como  partículas  esféricas. 

Possuem envelopes de 100 nm de diâmetro, núcleo cônico e denso, com duas moléculas 

idênticas de RNA fita simples unidas por pontes de hidrogênio além de uma molécula 

de transcriptase reversa e proteínas do nucleocapsídeo (Gonda et al., 1986). O envelope 

está associado covalentemente com as glicoproteínas transmembranárias (TM) e de 

superfície (SU), Figura 1. Apresenta uma matriz que está situada entre o capsídeo e o 

envelope (Pepin et al., 1998). 
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Figura 1 - Estrutura dos vírus da artrite encefalite caprina (Coffin, 1996), Adaptado. 
 

 
 
 

2.3-Genoma 
 

O  genoma  é  composto  por  genes  estruturais  (gag,  env  e pol),  genes  de 
 

regulação  (tat,  rev  e  vif) 
 

e  por  duas  regiões  não  traduzidas,  únicas,  situadas  nas 
 

extremidades 5’ (RU5) e 3’(RU3), que apresentam elementos promotores da transcrição 

do RNA viral, Figura 2. O DNA proviral resultante da retrotranscrição apresenta duas 

regiões terminais não codificadoras (LTR – long terminal repeat)(Clements; Payne, 
 

1994).  Segundo  Narayan 
 

&  Clements  (1989),  os  genes  gag  e  pol  são  os  mais 
 

conservados enquanto env é mais heterogêneo. 
 

 
 

 
 

Figura 2- Representação esquemática da estrutura gênica do DNA próviral de Lentivírus (BOUZAR, 

2003), Adaptado. 
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Os Lentivírus apresentam elevada taxa de mutação. Segundo Preston e 

Doughenty, (1996) as mutações decorrem, geralmente, de erros nas polimerizações 

durante o  ciclo  de  replicação lentiviral mediante à:  substituições de  bases, arranjo 

genético, recombinação e hipermutações. A principal responsável pela ocorrência de 

erros  é  a  transcriptase  reversa  (TR)  que  ao  contrário  das  polimerases  celulares, 

apresenta baixa fidelidade, devido à ausência da ação exonucleásica3’ – 5’ necessária às 

correções de erros surgidos durante a polimerização celular. 

 
 

2.4-Classificação dos Lentivirus 
 

 
 

Recentemente, um estudo de Shahet al., 2004 propôs uma classificação para 

lentivírus de pequenos ruminantes(LVPR) baseada nas seqüências dos genes gag e pol, 

sendo classificados em quatro grupos eqüidistantes, A-D. O grupo A é subdividido em 

sete subtipos A1-A7, onde A1 é identificado pelos vírus Maedi-Visna por apresentar 

heterogeneidade genética e geografica e o grupo B, refere-se ao tipo CAEV e 

compreende apenas dois subtipos distintos, B1 e B2. Os grupos C e D são representados 

por poucos isolados ou reconhecidos apenas pela seqüência pol. Em 2009 um novo 

grupo foi identificado em rebanho de caprinos em Roccaverano na Itália, designado 

como E. A análise do genoma desse protótipo revelou uma organização distinta dos 

outros grupos, apresentando deleção da subunidade dUTPase do gene pol e a ausência 

do gene vpr(previamente caracterizado como tat). Sendo ainda caracterizado como um 

lentivirus caprino de baixa patogenicidade (Reina et al., 2010). 

 
2.5-Sinais Clínicos 

 
A CAE possui alguns quadros clínicos principais de manifestação isolada ou 

simultânea:  artrite,  encefalite,  mamite  e  pneumonia  crônica.  Podendo  apresentar 

quadros secundários com o curso da doença como: Problemas de fertilidade 

(irregularidade ou ausência de cio), Problemas de parto (fracas contrações uterinas e 

diminuição no ganho de peso diário em cabritos (Franke, 1998). 

Artrite 
 

Esse é o quadro clínico mais freqüente da doença, sendo caracterizado por 

artrite degenerativa crônica envolvendo principalmente o carpo e o tarso, geralmente 

acometendo animais com mais de 1 ano de idade. Um agravamento do sintoma foi 

observado em cabras a partir da terceira lactação e a manifestação aguda em situações 
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de estresse prolongado (gestação, lactação e transporte por um longo período) 

impossibilitando o animal de locomoção. A artrite é freqüentemente visível, causando 

dor e problemas de locomoção e consequentemente diminuindo a produtividade 

resultando no abate precoce dos animais (Perk, 1988; Franke, 1998). 

A artrite reumatóide (AR) em humanos possui semelhança com quadro de 

inflamação crônica articular da CAE. Na AR pacientes apresentam níveis aumentados 

de óxido nítrico no soro e líquido sinovial da articulação em resposta do sistema imune 

à inflamação tecidual. Contudo um estudo utilizando animais infectados com CAEV 

observou a ausência de expressão de óxido nítrico (Lechner, 1999). A severidade da 

artrite nos animais soropositivos parece estar associada à resposta imunológica 

direcionada a proteína gp135 do vírus (Knowles, 1990) 

Encefalite 
 

A manifestação da encefalite pode ocorrer em todas as faixas etárias, contudo 

possui uma maior freqüência em animais de 2-4 meses de idade.Os animais apresentam 

fraqueza e andar inseguro evoluindo para paralisia progressiva da musculatura dos 

membros posteriores estendendo-se até os membros anteriores.Os animais afetados são 

sacrificados para evitar o sofrimento prolongado(Franke, 1998). 

Mamite 
 

A mamite é freqüente, acarretando em grandes perdas econômicas para os 

caprinocultores, devido ao comprometimento da produção leiteira predispondo a 

glândula mamária à infecções secundárias. Foram observadas duas formas clínicas da 

mamite: A forma difusa, que ocorre tipicamente por ocasião do parto e a forma nodular 

(Smith et al. 1988;Lerondelle et al. 1988;Franke,1998) 

Pneumonia Crônica 
 

A  Pneumonia é  rara  em  caprinos tendo  maior  freqüência e  gravidade em 

ovinos.Os sintomas são tosse, dispnéia após esforços físicos, taquipnéia, consolidação 

pulmonar, som úmido à auscultação e comprometimento do estado geral (Narayan e 

Cork 1985, Cutlip et al. 1988, Pereira 1995) 

 
2.6-Resposta Imune 

 
A resposta imune de um animal contra uma infecção vírica pode ser tanto do tipo 

natural (inespecífica) quanto adquirida (específica). A resposta imune natural, mediada 

por citocinas e células, inicia-se poucas horas após a infecção. Embora seja ineficaz 

para prevenir a  infecção viral, seu papel  é  de  enorme importância no controle da 
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intensidade da infecção até que o organismo comece a produzir elementos específicos 

de defesa, o que demanda entre cinco e sete dias. Os principais mecanismos da resposta 

imune natural consistem no bloqueio à infecção de novas células, inibição da replicação 

do vírus dentro das células e eliminação de células infectadas (Kreutz, 2001). 

 

Os vírus da família Retroviridae podem persistir no hospedeiro durante toda a vida do 

animal, mesmo que esse manifeste resposta imune. Esse perfil de persistência resulta da 

capacidade do vírus de inserir cópias do seu genoma nos cromossomos das células 

hospedeiras e produzir a enzima denominada transcriptase reversa, que transcreve o 

genoma (RNA para DNA), mas não corrige seus próprios erros. Esse processo promove 

o  surgimento, a  cada  ciclo,  das  quasiespécies, indivíduos com  discretas diferenças 

genéticas (Flores, 2007). 

A resposta imune humoral em caprinos infectados só pode ser detectada tardiamente 

após a  infecção. Além  disso, já  foi  demonstrada resistência  à  doença  por animais 

portadores de certos haplótipos de complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

(Ravazzolo; Costa, 2007). 

O vírus persiste no animal, apesar da resposta imune humoral e celular, a maioria dos 

animais infectados permanece assintomático por anos. Portanto, a identificação dos 

portadores dos vírus no rebanho pode basear-se na detecção de anticorpos específicos 

para CAEV. A resposta humoral contra as proteínas virais produzidas pelos genes gag e 

env aparece, inicialmente, após infecção natural e experimental, e varia muito de acordo 

com o curso da doença. Tem-se observado que os anticorpos direcionados contra p25, 

p16 e p14 desaparecerem em estágios tardios da doença (Fevereiro; Barros; Fagulha, 

1999). 
 

A resposta imune contra os vírus pode ser observada de duas formas principais: contra 

as próprias proteínas do vírus, principalmente as do capsídeo e as do envelope, como no 

caso do MVV ou pelo impedimento à infecção da célula - alvo pelo vírus. Esse 

impedimento à infecção celular pode ocorrer mediante o bloqueio da adsorção de um 

vírus  recobrindo  a  célula-alvo,  iniciando  a  virólise  mediada  pelo  complemento, 

causando agrupamento dos vírus, reduzindo assim o número de unidades infectantes 

disponíveis, ou pelo estímulo da fagocitose dos vírus pelos macrófagos (Tizard, 2002). 

A  habilidade para replicar  em  macrófagos e  a  dependência de  replicação viral  na 

maturação celular são os fatores-chave na patogênese de doenças causadas pelos 

lentivírus de ovinos e caprinos. Os macrófagos são células de vida longa que derivam de 
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pró-monócitos na medula óssea, circulam como monócitos no sangue e são distribuídos 

para todos os tecidos do corpo, onde são maturados e diferenciados em macrófagos 

teciduais. Pró-monócitos infectados latentemente podem ser detectados na medula óssea 

de animais infectados experimentalmente logo após inoculação e durante todo o curso 

da doença (Zink;Johnson, 1994). 

Em decorrência de a replicação viral ser maturação dependente, essas células imaturas 

da linhagem macrófago podem permanecer persistentemente infectadas por longos 

períodos na ausência de expressão de antígeno viral, o sistema imune do hospedeiro é 

incapaz de detectar o vírus. A medula óssea então age como um reservatório de vírus, 

liberando de forma continua e persistente monócitos infectados para o sangue periférico, 

os quais são distribuídos por todo o corpo. Quando as células maturam no tecido, a 

expressão gênica viral é regulada e o antígeno viral é então exibido para o sistema 

imune do hospedeiro (Zink; Johnson, 1994). 

As células endoteliais vasculares infectadas in vitro apresentam capacidade de ligação 

aos  leucócitos duas vezes  maior do que  as  células  não infectadas, elas  mantêm  a 

expressão de marcadores, aumentam, inicialmente, a expressão de antígeno MHC- I e, 

posteriormente, MHC – II. Tais eventos podem contribuir para a distribuição de células 

linfóides nos tecidos e demonstrar a ocorrência da resposta imune local na infecção do 

CAEV (Jan, 2000). 

 
2.7-Diagnóstico 

 
Vários métodos são utilizados no diagnóstico dessa enfermidade, destacando a 

imunodifusão em gel de agarose, recomendado pela Organização Mundial de Saúde 

Animal  (OIE).  Dentre  os  métodos  sorológicos  também  utilizados  estão:  ELISA, 

Western Blot, Imunofluorescência indireta e Imunohistoquímica. Outros métodos são 

utilizados como o  isolamento do vírus por cultivo celular, a  reação em  cadeia  de 

polimerase (PCR), a e a microscopia eletrônica, contudo estes são utilizados com maior 

freqüência nos laboratório de pesquisa (Dantaset al, 2008). 

 

Reação em cadeia de polimerase (PCR) 
 

Vários  trabalhos  demonstram  com  sucesso  o  uso  da  técnica  de  PCR  na 

detecção do DNA proviral do CAEV. A PCR permite a identificação por amplificação 

direta de parte do ácido nucléico viral específica de fluidos e tecidos de um animal 
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infectado (Pinheiro,2001). Esta técnica é mais empregada em associação com métodos 

sorológicos em programas de controle avançados. 

 

A detecção de infecção por CAEV mediante PCR é indicativa de uma infecção 

persistente e é dependente da quantidade amplificada da sequência- alvo e da 

especificidade do primer. Essa técnica, entretanto, poderá ser utilizada em programas de 

erradicação, quando identificar os animais não diagnosticados por sorologia. Em virtude 

do alto custo e dos resultados discordantes entre testes sorológicos e PCR, sugere-se que 

a PCR seja empregada para esclarecer resultados sorológicos indeterminados ou 

negativos (Knowles, 1997; Riet-Correa, 2001). 

 

Imunodifusão em gel de agarose (IDGA) 
 

Recomendado pela OIE, por ser de fácil aplicabilidade e não exigir 

equipamentos  nem  instalações  sofisticadas,  o  IDGA  é  a  forma  diagnóstica  mais 

utilizada  em  todo  o  mundo,  principalmente  em  programas  de  controle  da  doença 

(Moojen et al., 1986). O IDGA tem alta especificidade, característica essa que o 

credencia a ser empregado como padrão no diagnóstico de triagem (Varea et al., 2001). 

 

Segundo Vitu et al. (1982), o teste de IDGA é capaz de identificar animais 

experimentalmente  infectados  com  CAEV  cerca  de  quatro  a  cinco  meses  após  a 

infecção. Os autores indicam ainda que esse teste mostrou-se mais sensível do que o 

teste de fixação do complemento e, ao ser comparado com o ELISA, mostrou resultados 

bastante correlacionados. Vale salientar que, ao se empregar o ELISA, a infecção pode 

ser identificada de moda mais precoce, até sete semanas após o período de incubação. 

Esse fato foi confirmado por Larsen; Hyllseth; Krogsrud, (1982), ao avaliarem caprinos 

experimentalmente infectados, afirmando a presença de anticorpos precipitantes, os 

quais podiam ser detectados de maneira mais precoce e com maior intensidade do que 

na fixação do complemento. 

O teste IDGA pode ser utilizado para a detecção de anticorpos anti-CAEV 

tanto no soro sanguíneo quanto no colostro de animais infectados, e a presença de 

anticorpos no colostro pode ser utilizada na detecção da infecção no rebanho (Alkan; 

Tan, 1998). 

 

Ensaio imunoenzimático (ELISA) 
 
Nesse teste utilizam-se duas IgG, uma para reconhecer o antígeno e outra (anti-IgG) 

 

produzida em diferentes espécies de animal que reconhece a primeira IgG, com a qual 
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se   ligará   (Almeida; Lima,   2001).   A   especificidade   dessa   prova é   garantida 

principalmente pela qualidade do antígeno adsorvido à placa (Madruga; Araújo; Soares, 

2001).Vários métodos de ELISA indiretos usando vírus inteiro, proteínas do capsídeo 

CAEV ou recombinante têm sido descritos (Reyburnet al., 1992; Carey; 

Roy;Dalziel,1993; Dantas et al, 2008). Esse teste permite a detecção de estirpes de um 

mesmo vírus que, embora sejam sorologicamente relacionadas, apresentam maior 

variação entre si (Almeida; Lima, 2001). 

 

Western blotting ou imunoblotting 
 
É uma técnica imunoenzimática de detecção de proteínas, foi largamente empregada em 

estudos bioquímicos e imunológicos, e, com o advento das técnicas de Biologia 

Molecular, tal método é aplicado como ferramenta valiosa nos estudos de expressão 

gênica. As análises de Western blotingsão deveras úteis na identificação e quantificação 

de proteínas específicas, em uma mistura complexa de proteínas, com a vantagem de 

não se empregar qualquer marcação radioativa (Regitano; Coutinho, 2001). 

 
2.8-Purificação de proteínas 

 
A purificação de antígenos virais possui quatro etapas genéricas distintas: A clarificação 

separação das células e remoção de debris do meio de cultura; purificação de baixa 

resolução; purificação de alta resolução e acondicionamento do produto final. Na etapa 

de clarificação sãoempregadas principalmente a filtração e centrifugação. Para 

purificação de baixa resolução podem ser utilizados: precipitação e ultrafiltração; já a 

purificação de alta resolução principalmente as cromatografias (troca iônica, afinidade, 

imunoafinidade, interação hidrofóbica e exclusão molecular). Finalmente para o 

acondicionamento pode ser realizado a liofilização, secagem e cristalização (Pessoa Jr; 

Klikian;  Vahan,  2005)  Durante  o  processo  de  lise  celular  são  liberados  vários 

compostos altamente oxidantes como peróxido de hidrogênio e enzimas proteolíticas. 

Alguns aditivos podem ser acrescidos durante a obtenção das proteínas de interesse com 

para favorecer a extração de proteínas como os surfactantes ou com o intuito de evitar a 

degradação química ou enzimática. Entre os aditivos mais utilizados estão os agentes 

redutores (β-mercaptoetanol), estabilizantes (glicerol) e inibidores de protease como o 

ácido etileno-diaminotetracético (EDTA), um quelante, inibidor de enzimas 

dependentes de íons metálicos divalentes (Almeida e Kurtenbach, 2002). 
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2.8.1-Purificação de baixa resolução 

Precipitação 
 

As proteínas presentes na amostra possuem composições diferentes em aminoácidos 

ionizáveis e, como tal, têm pontos isoelétricos (valores de pH do meio para os quais a 

carga total das suas moléculas é zero) diferentes. Quando se ajusta o pH da amostra ao 

ponto isoelétrico de uma das proteínas presentes, as suas moléculas perdem a carga 

elétrica, pelo que desaparecem as forças de repulsão eletrostática existentes entre elas e 

coalescem, formando precipitados insolúveis. As restantes proteínas existentes na 

amostra, que possuem pontos isoelétricos acima ou abaixo permanecerão em solução. É 

este o princípio teórico da chamada precipitação isoelétrica. Outro método de 

precipitação utilizável consiste na elevação da força iônica do meio. A força iônica 

exprime a concentração e o número de cargas elétricas dos íons presentes numa solução. 

Os valores da força iônica a que se dá a precipitação variam de proteína para proteína, 

assim permitindo a separação das que tenham comportamentos substancialmente 

diferentes. As proteínas assim precipitadas podem ser posteriormente solubilizadas, sem 

que haja grande risco de desnaturação. Contudo, para se obterem graus de purificação 

razoáveis, torna-se necessário aplicar outros métodos mais precisos (Loreiro, 1991). 

 

Filtração por membranas 
 

Os processos de separação por membranas, PSMs, são operações que utilizam 

membranas no fracionamento de misturas, soluções e suspensões envolvendo espécies 

de tamanho e natureza química diferentes, com o objetivo de separar, purificar ou 

concentrar  as  substâncias  presentes.  As  propriedades de  separação  das  membranas 

dependem de fatores como: a natureza química do material constituinte, existência ou 

não de poros e, no caso de membranas porosas, o tamanho dos poros e sua distribuição. 

Outro fator que influi no desempenho das membranas é a forma como as membranas 

são acondicionadas em módulos (Habert, 2006).As membranas podem ser produzidas 

com diferentes tipos de materiais sendo classificadas em dois grupos: membranas 

orgânicas e membranas inorgânicas. As membranas inorgânicas têm na sua constituição 

materiais cerâmicos, vítreos e metálicos e as membranas orgânicas com materiais 

poliméricos sintéticos (polietersulfona, polissulfona e policarbonato) ou biológicos. De 

um modo geral, as membranas podem ser classificadas em duas grandes categorias: 

densas e porosas. A membrana é denominada porosa quando o transporte através da 

mesma  ocorre  devido  à  diferença  de  tamanhos  entre  as  partículas  e  os  poros  da 



27  

 
 

membrana. As membranas densas, por sua vez, não possuem poros e o transporte dos 

componentes  envolve  adsorção  e  a  difusão  através  do  material  que  constitui  a 

membrana. Tanto as membranas densas como as porosas podem ser simétricas ou 

assimétricas, dependendo se apresentam ou não as mesmas características morfológicas 

ao longo de sua espessura. As membranas assimétricas se caracterizam por uma região 

superior muita fina que pode ou não conter poros, denominada de pele, sendo suportada 

por uma estrutura porosa. Quando ambas as regiões são constituídas por um único 

material a membrana é do tipo assimétrica integral. Caso materiais diferentes sejam 

empregados no preparo de cada região da membrana é denominada de assimétrica 

composta  (Matson,  2003).  O  processo  de  filtração  de  membranas  podem  ser 

classificados segundo o fluxo (estático ou tangencial em relação à membrana) e quanto 

a sua força motriz: diferença de pressão, diferença de concentração e diferença de 

potencial elétrico(Halbert, 2006).Um dos fatores limitantes dessa técnica e o declíneo 

do permeado com o tempo, devido a formação de incrustações foulings(Barros, 2002). 

 

Ultracentrifugação 
 

A ultracentrifugação é um método de separação protéica, em função das dimensões e 

massa molecular, sendo denominada ultracentrifugação em gradiente de densidade 

podem ser usadas não só com intuitos analíticos como também como técnicas 

preparativas. A amostra contendo as várias proteínas é colocada sobre um meio de 

centrifugação  de  densidade  crescente  em  direção  ao  fundo  do  tubo.  A  velocidade 

angular do rotor da centrífuga gera uma força centrífuga atuante sobre as moléculas 

presentes na amostra, as quais migram em direção ao fundo do tubo através do gradiente 

de densidade. As moléculas protéicas tendem a dispor-se em bandas que correspondem 

às áreas em que a força centrífuga que as impele para o fundo é anulada pela força de 

atrito que se opõe ao movimento (Loureiro, 1991). 

 

2.8.2-Purificação de alta resolução 

Eletroforese 
 

Na eletroforese a amostra é aplicada sobre uma fase sólida, a qual pode ser composta 

por papel, acetato de celulose, gel de amido, gel de poliacrilamida. No caso das 

proteínas, são os géis, principalmente os de poliacrilamida, os meios que dão melhores 

resoluções. A separação eletroforética em  gel de poliacrilamida tem  como base as 

diferenças de mobilidade das proteínas quando sujeitas a um campo elétrico, o que 

depende da carga e dimensões das respectivas moléculas, também se deve considerar 
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um efeito de filtração molecular através dos poros do gel. Num processo de purificação, 

a eletroforese em gel de poliacrilamida surge habitualmente como teste analítico para 

determinar a pureza de uma amostra após outros processos de separação ou para avaliar 

características físicas, químicas ou biológicas de uma proteína purificada (Loureiro, 

1991).  Entretanto  as  proteínas  que  se  encontram  imobilizadas  no  gel  podem  ser 

excisadas e eluídas obtendo assim frações de proteínas purificadas (Raymond,1964). 

Dessa forma caracterizando-se não apenas como método de análise. 

 

Cromatografia 
 

A  cromatografia  fundamenta-se  na  migração  diferencial  de  componentes  de  uma 

mistura que ocorre devido diferentes interações entre duas fases imiscíveis, uma fase 

estacionária  e  uma  fase  móvel  (Deganiet  al.,1998). Em  relação  à  forma  física  do 

sistema, a cromatografia pode ser subdividida em cromatografia em coluna, na qual a 

fase estacionária é colocada em um tubo cilíndrico, e cromatografia planar, disposta 

sobre uma superfície planar(Aquino-Neto e Nunes, 2003). A classificação quanto à fase 

móvel, são três os tipos de cromatografia: a cromatografia gasosa, a cromatografia 

líquida  e  a  cromatografia supercrítica  (contendo  vapor  pressurizado, acima  de  sua 

temperatura crítica). Quanto à fase estacionária podem apresentar-se: sólidas, líquidas e 

quimicamente ligadas. No caso da fase estacionária ser constituída por um líquido, este 

pode estar simplesmente adsorvido sobre um suporte sólido ouimobilizado sobre ele. 

Suportes  modificados  são  considerados  separadamente,como  fases  quimicamente 

ligadas, por normalmente diferirem dos outros dois emseus mecanismos de separação 

(Collins et al., 1997).Destaca-se no processo de separação de proteínas a cromatografia 

líquida que nas ultimas décadas desenvolveu-se com o acoplamento de 

espectrofotômetros de massa tornado possível a detecção da maioria dos compostos e 

análise de traços em amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos, petróleo 

dentre outros (Maldaner e Jardim, 2009). 

 
 
 
 
 

 
2.8.3-Acondicionamento final 

 

 
 

Congelamento 
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O processo de congelamento é um das mais antigas técnicas de conservação, sendo 

amplamente empregado atualmente. Entretanto, durante o processo de congelamento as 

proteínas podem sofrer modificações que podem comprometer a sua funcionalidade. 

Soluções protéicas tamponadas podem sofrer mudanças de pH durante o processo de 

congelamento. Os sais constituintes dos tampões possuem diferentes solubilidades, e 

durante o processo de congelamento cristalizam-se em temperaturas diferentes. Podendo 

reduzir significantemente o pH da solução (Franks, 1990, 1993). Para mitigar os danos 

causados pelo processo de congelamento são utilizados crioprotetores que agem como 

estabilizantes estruturais(Timasheff, 1993). 

 
Liofilização 

 

A liofilização é o processo comum na produção de sólidos protéicos (Clelandet al., 
 

1993; Fox, 1995). Este processo consiste duas etapas: resfriamento da solução protéica 

e  secagem  do  sólido  congelado.  Na  etapa  de  secagem  ocorre  remoção  da  água 

congelada e uma secagem secundária onde a água não congelada e removida(Arakawaet 

al., 1993).O processo de liofilização pode gerar uma variedade de estresses que tendem 

a desestabilizar ou desnaturar as proteínas.Nesse sentido são utilizados estabilizantes 

com o objetivo de reduzir o estresse causado.Contudo, algumas proteínas podem tolerar 

o estresse de congelamento (Kosekiet al., 1990). 

 
2.9-Aditivos 

 
Surfactantes 

 

Os surfactantes, também denominados detergentes, têm etimologia na contração da 

frase em inglês “surfaceactiveagents”. Entre suas características destaca-se a formação 

de micelas acima de certas concentrações e solubilização de substâncias insolúveis em 

meio aquoso(Shinoda et al., 1963). 

A estrutura química do surfactante pode ser representada como R-X, onde R é sua 

cadeia hidrocarbônica (região hidrofóbica) composta por 8-18 átomos de carbono e X é 

o grupo polar (região hidrofílica). Os surfactantes são classificados de acordo com sua 

polaridade, descritas na Tabela 1 (Pelizzettie Pramauro, 1985). 
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Tabela 1-Classificação dos surfactantes 

Tipo de surfactante Carga Exemplos 

Não-iônico Sem carga Triton X-100 

Aniônico Negativa  Dodecil sulfato de sódio (SDS) 

Catiônico  Positiva Brometo de cetiltrimetil amônio (CTAB) 

Anfótero ou 

Zwitterionico 

Positiva e 

Negativa 

CHAPS 

 

A partir de uma determinada concentração do surfactante ocorre a formação espontânea 

de  micelas  (chamada  CMC  concentração  micelar  crítica).  A  CMC  é  variável 

dependendo da  estrutura química do surfactante e  das  condições de  temperatura.A 

formação de micelas pode favorecer uma separação de fases em determinadas condições 

de força iônica e temperatura. Soluções micelares podem tornar-se turvas quando 

aquecidas, ao atingir uma temperatura específica (chamada temperatura do ponto 

nuvem). Acima desta temperatura a solução micelar separa-se em duas fases distintas: 

uma rica em surfactante e uma pobre em surfactante.O fenômeno de separação de fases 

é mais comum em detergentes do tipo não iônico (Hinzee Pramauro, 1996). 

 
 

Figura 3- Formação do agregado micelar.(MANIASSO, 2001), Adaptado. 

 
Nas ultimas décadas vem ocorrendo grandes avanços na área de biotecnologia, 

especialmente na clonagem de genes. Entretanto, segundo Günduz (2001) a tecnologia 

de purificação de proteínas desenvolve-se mais  lentamente em  relação a clonagem 

gênica.Nesse sentido, existe a necessidade de aprimoramento e criação de novas 

tecnologias de purificação. 

Atualmente para extração de proteínas são utilizados sistemas de duas fases compostos 

por polímeros e surfactantes. Os sistemas com surfactantes parecem ser mais simples, 

pois para gerar duas fases utiliza-se apenas um sistema binário(surfactante / água).Nos 

sistemas que utilizam polímeros são necessários sistemas ternários mais de um polímero 

e  água  ou  adição  de  sais,  formando  sistemas  mais  complexos  e  onerosos(Taniet 
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al.,2001;Liu et al.,1998).Nos sistemas de duas fases, os surfactantes do tipo não-iônico 

têm atração preferencial por biomoléculas hidrofóbicas.Moléculas hidrofílicas não 

estarão concentradas na fase rica em surfactante. Para extração de biomoléculas 

hidrofílicas são utilizados ligantes de afinidade como a R-biotina juntamente com 

detergentes  não  iônicos  (SAITOH  e  HINZE,1995).No  processo  de  produção  de 

antígenos de LVPR para diagnóstico sorológico o SDS é surfactante de 

rotinaempregado nos trabalhos apresentados na Tabela 2. 

 
 

Tabela 2-Surfactantes utilizados em protocolos de purificação de antígenos de LVPR. 
 

Antígeno Surfactante e concentração Referência 
 

MVV  SDS 0,1%  SIMMARD  e   BRISCOE, 
 

1990 

CAEV  SDS 0,1%  HECKERT et al., 1992 

CAEV  SDS 0,1%  VANDER e SCHAILE et 
 

al.,1994 

MVV 

CAEV 

 SDS 0,25% 

SDS 0,1% 

 CELLER et al.,1998 
 

TORRES et al., 2009 

 

 

Por ser um detergente aniônico forte, o SDS quebra as pontes dissulfídricas e de hidrogênio 

das proteínas, que assumem comportamento de polímeros não estruturados carregados 

negativamente (Watson et al., 2005).Em outro estudo,Simard e Briscoe et al. (1999) 

observaram que concentrações superiores a 0,25% de SDS embora permitamuma melhor 

visualização das subunidades protéicas, promovem perda de reconhecimento deepitópos. 

 

3-JUSTIFICATIVA 
 

Até o momento têm se utilizado apenas o surfactante SDS nos protocolos de purificação 

de antígenos de Lentivírus de pequenos ruminantes. A utilização de outros surfactantes 

pode melhorar a pureza dos antígenos virais e conseqüentemente aumentar a 

sensibilidade dos testes sorológicos atualmente empregados 
 

 
4- HIPÓTESE CIENTÍFICA 

A utilização de outros surfactantes na purificação de proteínas virais de Lentivírus de 

pequenos ruminantes pode apresentar resultados semelhantes ao SDS. 
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5-OBJETIVOS 
 

 

5.1-GERAL 

 
Avaliar a utilização de outros surfactantes na produção de antígenos do vírus da artrite e 

encefalite caprina. 
 
 
 
 

5.2-ESPECÍFICOS 

 
• Cultivar fibroblastos oriundo de MSC para replicação do CAEV; 

 
• Separar após a etapa de clarificação, pellet e sobrenadante; 

 
• Tratar pellet e sobrenadante com os surfactantes SDS, CHAPS, Triton X-100, 

Tween 20 e Tween 80; 

 

• Avaliar sobrenadante e pellet tratados com surfactantes através de técnicas 

sorológicas. 
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CAPÍTULO 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AVALIAÇÃO DO USO DE SURFACTANTES NA PRODUÇÃO DE 

ANTÍGENOS DOVÍRUS DA ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

EVALUATE OF SUFARCTANTS USE IN CAPRINE ARTHRITIS 

ENCEPHALITIS VIRUS ANTIGEN PRODUCTION. 
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ABSTRACT 
 

The small ruminantslentiviruses are responsible for a significant economic loss that 

enabled the development of efficient control and monitoring programs in Europe and 

other countries. The diagnosis of CAEV is mainly based on serological tests.The World 

Organisation   for   Animal   Health   (OIE) recommends   the   use   of agarose gel 

immunodiffusion (AGID) for its low cost, high specificity and practicality of 

implementation. The antigens used for serological diagnosis are composed mainly by 

structural proteins p28 and gp135. The AGID can determine false-negative results, 

dueto his low sensitivity. Thus the production of viral antigens is important in testing 

for CAE, for this is a critical input that may influence the sensitivity of serological tests. 

In the protein extraction process, purification systems are used containing polymers or 

surfactants.The  systems   containing  surfactants  are   simpler   and   less   expensive. 

Currently, the  SDS (sodium dodecyl sulfate) has  been the  surfactant  preferably to 

extract  and  purify  small  ruminant  lentivirus  antigens.  Therefore,this  work  aim  to 

evaluate the performance of other surfactants in the caprine arthritis and encephalitis 

virus antigens production in relation to the surfactant SDS. The treatments evaluated by 

diagnosis method AGID was observed an improvement in the diffusion capacity of the 

antigens compared to the control not added with surfactants. The CHAPS and Triton X- 

100 surfactants had reactions to both: pellet and supernatant, indicating the presence of 

viral proteins, even with the presence of interfering as albumin in the 

supernatant.However, in Western blotting assays only the treatment with CHAPS 

showed a satisfactory result at all concentrations used. 
 

Keywords: CAEV, Surfactants, Antigen Production, Detergent, Goats 
 

 

INTRODUCTION 
 

 
 
 

The small ruminant lentiviruses:Caprine Arthritis Encephalitis virus and Maedi Visna 

virus are responsible for a significant economic loss that enabled the development of 

efficient control and monitoring programs in Europe and other countries (Peterhans, 

2004; Brinkhof, 2009; Leitner, 2010).Among these viruses, the caprine arthritis 

encephalitis is a multisystemic viral infection, incurable, chronic and debilitating. This 

disease affects mainly goats in the joints, lungs and mammary gland (Cork, 1974). The 

diagnosis of Caprine Arthritis Encephalitis virus (CAEV) is mainly based on serological 

tests. The World Organisation for Animal Health (OIE) recommends using the Agarose 

Gel Immunodiffusion (AGID) for low cost, high specificity and practicality of 

implementation. However, the AGID can determine false-negatives results, due his low 
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sensitivity.  Thus,  production  of  viral  antigens  is  important  in  caprine  arthritis 

encephalitis disease diagnosis, is a critical input that directly influences the sensitivity 

of serological tests (Knowles, 1997). For the production of viral antigens in the process 

of extraction and purification of proteins are used mainly aqueous systems containing 

surfactants and polymers. The aqueous systems containing only surfactants are simpler 

and less expensive (Tani et al., 2001, Liu et al., 1998). Currently many studies with 

purpose of produce antigens of small ruminant lentivirus, have used the SDS (sodium 

dodecyl sulfate) as a surfactant in protein extraction protocols (Simmard and Briscoe, 

1990, Heckert et al. 1992; Celler et al., 1998, Torres et al., 2009). Kobayashi et al. 

(2006) demonstrated that SDS increases the sensitivity of Latex immunoagglutination 

assay.This same result was observed by Balakrishnan et al., 2004 which noted that some 

surfactants improved the solubility and diffusibility of griseofulvin.However, Han et al. 

(2007) observed that although the SDS to enhance the diffusivity of particles, increasing 

the surface charge density, the sulfate region can form non-specific binding resulting in 

false-positive results. Another study by Simmard and Briscoe, 1990 found the use of 

concentrations above 0.25% SDS promotes the loss of recognition of epitopes. Thus this 

study aimed to evaluate the surfactant SDS as compared with other surfactants in 

caprinearthritis encephalitis virus antigens production. 
 
 
 
 

MATERIAL AND METHODS 

 
Cell Culture and Viral Inoculation 

 
Cells from goats synovial membranes obtained from CAEV negative animals were 

cultured for viral replication (negative for Western Blot and PCR).The explants were 

placed into cell culture bottles, in MEM (Minimum Essential Medium) supplemented 

with fetal calf serum (FCS) and  Penicillin and Streptomycin and Amphotericin B.After 

this were added 5 ml of MEM supplemented with 5% Fetal Calf Serum and incubated at 

37 ° C in 5% CO2 to the confluence of the cell monolayer.The cells were infected with 

viral CAEV strain-Cork sample with titration 1 x 10
5.3 

TCID / mL.From the 10th day 

post-inoculation, every seven days the culture supernatant of each bottle containing 

fibroblasts was collected and frozen, added to the 200mL bottles of MEM with 2% Fetal 

Calf Serum. The supernatant cell cultures were frozen and thawed three times to lyse 

the cells and exposing the viral particles, then centrifuged at 10,000 G for 15 min at 4 ° 

C.The  pellet  was  resuspended in  PBS.The  resulting supernatant  and  pellet  of  this 

centrifugation were placed in falcon tubes and stored at -80 ° C. 
 

Pellet and Supernatant 
 
The pellet and supernatant had their protein concentration determined by Bradford 

method (Bradford, 1976).Subsequently the pellet and supernatant were separated into 

aliquots of 500µL to be treated with surfactants, in order to solubilize the viral proteins 

remaining. The surfactant selected are: SDS anionic detergent the most employees in 

work related to the production of antigens of small ruminants, Tween and Triton X-100 
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nonionic for hydrophobic molecules affinity and CHAPSzwitterionic molecules for 

affinity to both hydrophobic and hydrophilic.We used the surfactants SDS, CHAPS 

(concentrations 01%,0.2% v/v and 0,2% , 0,3% w/v, respectively), Tween 20, Tween 80 

and Triton X-100 (concentrations of 0.1%, 0.2% and 0.3% v / v) for 15 minutes and 

then stored at 4 ° C. 
 

Viral proteins 
 
Aliquots treated with surfactants were subjected to one-dimensional electrophoresis in 

polyacrylamide gel using 4% concentrating and 12% resolving gel, with standard 

broad-range   (10   -   200kDa)   (LAEMMI,   1970).The   electrophoretic   profile   was 

determined in samples of antigen diluted in sample buffer (SDS 10%, 20% glycerol, 

0.2% bromophenol blue, 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) the mixture was heated to 100 º Cfor 

3 minutes.The gel proteins were stained using Comassie blue staining.The molecular 

weight of viral proteins was calculated using the relative distance of migration Rf.The 

aliquots treated with surfactant the Agarose Gel Immunodiffusion AGID test to verify 

the integrity of viral epitopes and diffusibility after treatment with surfactants.In this 

assay was used sera from animals positive (for Western Blot and PCR). AGID readings 

were made 24, 48 and 72 hours. 
 

Evaluation of antigen 
 
The supernatant and pellet treated by surfactants were fractionated by electrophoresis in 

a polyacrylamide gel (SDS-PAGE) (4% in the concentrating and 12% in the resolving 

gel) followed by passive antigen transference The main gel was placed between two 

nitrocellulose sheets (Bio-Rad Laboratories) and three filter paper sheets all sandwiched 

between two glass slides. The package was wrapped in plastic film and aluminum foil, 

and a 12-kg weight placed over the package for 3 days at room temperature. 

Nitrocellulose sheets were then blocked with 25 ml phosphate buffer solution (PBS) 

with 1% albumin and were continuously stirred at room temperature for 1 h. 

Nitrocellulose sheets were cut into 3-mm strips, numbered, and placed in a assay tube 

with 5ml of the corresponding serum and 1 ml dilution buffer (washing buffer: PBS 

with 0.05% Tween-20) under constant stirring at room temperature for 1 h.For the 

immunoenzymatic assay, peroxidase-labeled-antigoat IgG (1:20,000) (Sigma) dissolved 

in 1 ml buffer dilution was used for each strip, incubating at room temperature for 1 h 

under constant stirring. The color reaction was developed with 12 mg of 

diaminobenzidine, 6 mg 4-cloronaftol in 12 ml of PBS and 12µ l hydrogen peroxide 

(Tesouro-Cruz et al., 2009). 
 

 
 

RESULTS AND DISCUSSION 
 

 
 

The average protein concentration using the method of BRADFORD to the pellet was 

0.5 mg / ml and 0.88 mg / ml in the supernatant The electrophoretic profile of proteins 

in the supernatant had higher amounts of protein bands compared to the pellet. 

Treatments with the surfactant Tween 20 and Tween 80 had lower amounts of protein 

bands in both fractions, pellet and supernatant in relation to other treatments. In the 

evaluation of the readings with AGID antigen presented in figures 1 were performed 
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after 24 hours. The pellet without surfactant treatment showed no formation of 

precipitation line. The treatments of the pellet and supernatant who used SDS, CHAPS 

and Triton X-100 showed the formation of precipitation lines although less defined in 

the pellet, especially the SDS. Despite this treatment Tween 20 and Tween 80 did not 

 
 

Figure 1- Agarose gel imunodiffusion of arthritis encephalitis caprine virus treated with surfactants- A- 

(Supernatant)Ac- Positive serum C1  – CHAPS 0,2% , C2- CHAPS 0,3% e P- sample without surfactant B- 

(Supernatant)Ac- Positive serum, T1-Tween 20 0,1% , T2-Tween 20 0,2 % ,T3-Tween 20 0,3%, Tw1- Tween 80 

0,1%, Tw2- Tween 80 0,2% e Tw3 - Tween 0 0,3 %. C- -( Supernatant)S1-SDS 0,1%, S2- SDS  0,2%, Tx1- Triton 

X100 0,1%, Tx2-Triton X100 0,2% e Tx3-Triton x100 0,3% e P- sample without surfactant,D-(Pellet)Ac- Positive 

serum C1 – CHAPS 0,2% , C2- CHAPS 0,3% e P- sample without surfactant E-(Pellet)Ac- Positive serum, T1- 

Tween 20 0,1% , T2-Tween 20 0,2 % ,T3-Tween 20 0,3%, Tw1- Tween 80 0,1%, Tw2- Tween 80 0,2% e Tw3 - 

Tween 0 0,3 %. F-(Pellet)S1-SDS 0,1%, S2- SDS 0,2%, Tx1- Triton X100 0,1%, Tx2-Triton X100 0,2% e Tx3- 

Triton x100 0,3% e P- sample without surfactant. 

 

show the formation of precipitation line in any of the concentration used for the pellet 

(Fig. 1 E). These data are consistent with a study by Han et al. (2006) that evaluated the 

addition of surfactant Tween 80 on latex immunoagglutination assay and this resulted in 

a low diffusivity of antigens. However in this study we could observe the formation of 

precipitation  line  in  aliquots  of  supernatant  without  surfactant  and  subjected  to 

treatments with Tween 20 and Tween 80 (Fig. 1 B and C). It was not possible view 

precipitation line in the pellet’s rate that was not treated with surfactant (Fig.1F) unlike 

the supernatant where occurred the formation that line (Fig.1C). These results probably 

are due to the higher concentration of viral proteins in the supernatant over the pellet, 

most of which comes from the proteins present in cellular debris that sedimented during 

centrifugation. Despite the low concentration of protein in the pellet, compared to the 

supernatant, these results confirm the presence of viral proteins in the precipitate. WB 

of supernatant not treated with surfactant showed reactions corresponding to molecular 

weights 28 kDa and 14 kDa for the positive serum and 28 kDa for serum reagent (Fig. 

2-3 and Fig.2-2). 
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Figure 2 – Western Blotting of arthritis encephalitis caprine virus treated with surfactants (Supernatant) – 1 – 

sample without surfactant + negative serum, 2- sample without surfactant + reagent serum, 3- sample without 

surfactant + positive serum, 4- SDS 0,1% + negative serum, 5- SDS 0,1% + reagent serum, 6- SDS 0,1% +positive 

serum, 7- SDS 0,2%+ negative serum, 8- SDS 0,2%+ reagent serum, 9- SDS 0,2%+ positive serum, 10-Triton X-100 

0,1% + negative serum, 11- Triton X-100 0,1% + reagent serum, 12- Triton X-100 0,1%+ positive serum 13- Triton 

X-100 0,2% + negative serum, 14- Triton X-100 0,2%+ reagent serum, 15- Triton X-100 0,2%+ positive serum, 16- 

Triton X-100 0,3%+ negative serum, 17- Triton X-100 0,3%+ reagent serum e 18- Triton X-100 0,3%+ positive 

serum. 

 

The pellet without added surfactant was positive in WB (Fig. 3), this fact shows that the 

absence of precipitation line in the pellet to the AGID may be probably related to 

problems  in  the  diffusion  of  proteins  in  the  pellet.  The  supernatant  treated  with 

surfactant SDS 0.2% and 0.2% Triton x100 showed the reaction time to 28 kDa for the 

positive serum (Fig.2-9 and Fig. 2-15). 

 
 

Figura 3-.Western Blottingof arthritis encephalitis caprine virus treated with surfactants   A (Pellet) 1- sample 

without surfactant + positive serum, 2- sample without surfactant + reagent serum, 3- sample without surfactant + 

negative serum, B(Pellet) 1-CHAPS 0,2%+ positive serum, 2-CHAPS 0,2%+ reagent serum, 3-CHAPS 0,2%+ 

negative serum, 4-CHAPS 0,3% + positive serum, 5-CHAPS 0,3%+ reagent serum, 6-CHAPS 0,2%+ negative 

serum, C (supernatant) - 1-Tween 20 0,1%+ negative serum, 2-Tween 20 0,1%+ reagent serum,3-Tween 20 0,1%+ 

positive serum,4-Tween 20 0,2%+ negative serum,5-Tween 20 0,2%+ reagent serum, 6-Tween 20 0,2%+ positive 

serum, 7-Tween 20 0,3%+ negative serum, 8-Tween 20 0,3%+ reagent serum, 9-Tween 20 0,3%+ positive serum D 

(Pellet) 1-SDS 0,1%+ positive serum, 2-SDS 0,1%+ reagent serum, 3-SDS 0,1%+ negative serum, 4-SDS 0,2%+ 

positive serum, 5-SDS 0,2%+ reagent serum and 6-SDS 0,2%+ negative serum 

 

There was also a reaction to the concentration of 0.3% Triton x100 lower than 28 kDa. 

The surfactants Tween 20 and 80 showed no reaction to the WB in the pellet fraction. 

Nevertheless, in the supernatant fraction of Tween 20 (at concentrations of 0.1 and 

0.2%) showed a reaction in the region of 28 kDa (Fig. 3 C). In this study, SDS showed a 

weak resolution to IDGA pellet (Fig. 1 C). In addition, Han et al., 2006, and earlier 

studies  by  Palmer  et  al.  1971;  Cho  and  Feng.,  1974  verified  the  formation  of 

precipitation lines in AGID reactions generated by SDS with nonspecific 

immunoglobulins complicate diagnosis. 
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CONCLUSION 

 
The pellet with the addition of surfactants showed an improvement in the diffusibility of 

the antigens in the serologic test in relation to pellet.without surfactant. The CHAPS and 

Triton X-100 surfactants had reactions to both: pellet and supernatant, indicating the 

presence of viral proteins, even with the presence of interfering as albumin in the 

supernatant.However, in Western blotting assays only the treatment with CHAPS 

showed a satisfactory result at all concentrations used.The SDS showed a weak 

precipitation line in comparison with other surfactants. However the use of SDS as a 

surfactant in the production of antigen must be  made with caution since the SDS 

produces a specific reaction with the immunoglobulins. 

However, other tests are needed to evaluate nonspecific reactions and standardization of 

tests with antigens treated with the surfactants mentioned above. At last, the use of 

surfactants should be done with caution since some may cause nonspecific reactions or 

influence the antigens diffusion. 
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6-PERSPECTIVAS 
 

 

A produção de antígenos virais de Lentivirus de pequenos ruminantes esteve restrita 

nesses últimos anos a apenas a utilização de um tipo de surfactante. Alguns trabalhos 

mencionam reações inespecíficas do dodecil sulfato de sódio de modo que são 

necessários  mais  estudos  relacionados  para  garantir  a  fidelidade  dos  testes  de 

diagnóstico que utilizam esses antígenos. Ainda outros surfactantes devem ser 

explorados como alternativa na produção de antígenos, buscando melhorar a 

sensibilidade dos testes sorológicos. 
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