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RESUMO

CARACTERISTICAS DE ANTICORPOS MONOCLONAIS E DA p28 DO VIRUS DA
ARTRITE ENCEFALITE CAPRINA (CAEV). [CAMILA FONSECA LOPES BRANDAO].
O CAEV ¢ um virus envelopado cuja cépside é formada por uma tripla camada protéica,
dentro da qual se encontra a p28, proteina de maior nimero de unidades repetidas. Os AcM
consistem em ferramentas de grande uso para fins diagnosticos ou de pesquisa para agentes
virais. Neste trabalho AcM para a p28 do CAEV foram analisados na sua reatividade e
caracteristica imunoldgica. Dentre as caracteristicas imunoldgicas, foi demonstrada que a
imunoglobulina predominante foi a IgG, de cadeia leve «, sem atividade precipitante segundo
0 ensaio de Imunodifusdo. A atividade ou reatividade destes AcM em substratos celulares
infectados com CAEYV foi baixa, o que foi demonstrado pela imunofluorescéncia indireta. Por
outro lado, a atividade destes AcM esta direcionada para a p28 e seus precursores protéicos
virais. O epitopo reconhecido na p28 poderia ser do tipo sequencial pela maior reatividade ao
desnaturar a proteina que o contém (Western-blot). Entretanto, a depender dessa desnaturacédo
0 reconhecimento do epitopo pode ser afetado, como demonstrado nos tratamentos do
antigeno viral com agente surfactante (SDS) ou B-Mercaptoethanol. Estes resultados
mostraram que 0 epitopo na p28 seria afetado com ambos os tratamentos, porém foi mais
notavel com o -Mercaptoethanol, o que sugeriria que este determinante antigénico é rico em

residuos Cys.

Palavras-chave: Anticorpos Monoclonais, CAEV, Caracterizacao.
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ABSTRACT

CHARACTERISTICS OF MONOCLONAL ANTIBODIES AND p28 OF CAPRINE
ARTHRITIS-ENCEPHALITIS VIRUS (CAEV). [CAMILA FONSECA LOPES
BRANDAOQ]. CAEV is an enveloped virus whose capsid is formed by a triple layer protein,
within which is the p28 protein, with a greater number of repeating units. The MAbs tools
consist of great use for diagnostic or search for viral agents. In this study, MAbs for CAEV
p28 protein were analyzed in their immunological characteristics. Among the immunological
characteristics, was demonstrated that the predominant immunoglobulin was IgG, light chain
K, without precipitating activity according to the immunodiffusion test. The activity or
reactivity of these MADbs on substrates with CAEV infected cell was low, which was
demonstrated by indirect immunofluorescence. Moreover, the activity of these MADbs are
directed to the p28 protein and its precursor virus. The epitope recognized in p28 could be of
the sequence by greater reactivity to denature the protein that the contains (Western blot).
However, depending on the denaturation of epitope recognition may be affected, as
demonstrated in the treatment of viral antigen with agent surfactant (SDS) or B-
Mercaptoethanol. These results showed that the epitope in p28 would be affected in both
treatments, but was most notable with the B-Mercaptoethanol, which would suggest that this

antigenic determinant is rich in Cys residues.

Keywords: Monoclonal Antibodies, CAEV, Characterization.
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1. INTRODUCAO

Desde que Kohler e Milstein desenvolveram a tecnologia da producdo dos anticorpos
monoclonais (AcM) (KOHLER; MILSTEIN, 1975), estes rapidamente se tornaram uma das
ferramentas chaves da imunologia, revolucionando a ciéncia bioldgica por constituir reagentes
homogéneos e altamente especificos (COLFOR; HALL, 1995; NELSON et al. 2000).

AcM sdo utilizados com fins diagndstico ou de pesquisa para uma variedade de agentes virais
(LADYMANN; RITTER et al 1995), como neste caso para o0 Virus da Artrite-Encefalite
Caprina (CAEV) (CAMPOS et al 2007; SARDI, et al 2006). O CAEV pertence a familia
Retroviridae, género Lentivirus, e sub-familia Lentivirinae (CALLADO et al.,2001; GOFF,
2006), € um virus envelopado que se caracteriza por apresentar um RNA dipléide (COFFIN,
2001; HUSO et al.,1988) o qual estd protegido por uma tripla camada protéica: a matriz
(MA), a proteina do capsideo (CA), e a proteina ligada ao acido nucléico (NC) (GOFF, 2006;
MURPHY et al., 1999). Recobrindo o capsideo encontramos o envelope viral no qual se
projetam as glicoproteinas responsaveis pela unido a célula (COFFIN, 2001; HUSO et al.,
1988).

Existem vérios registros na literatura determinando a soroprevaléncia do CAEV em diferentes
partes do mundo (ROBINSON; ELIIS, 1986; DAWSON; WILLESMITH, 1985) e estados do
Brasil (MELO; FRANKE, 1997; SELL, 2000). Na Bahia, a soroprevaléncia varia de 8,75% a
24% (TORRES et al 2009; ALMEIDA et al, 2001; EDEWEIS et al 2001). A doenca causada
por este virus leva a grandes perdas econdmicas que se caracterizam por morte de animais
jovens, diminuicdo da producdo lactea, perda de peso dos animais adultos, além de perdas
indiretas como a desvalorizacdo do rebanho e aumento das despesas com controle
(CALLADO et al.,2001; COFFIN, 2001; PINHEIRO et al., 2001; NARAYAN et al., 1980).
A resposta de anticorpos contra 0 CAEV em animais infectados é dirigida principalmente para
as glicoproteinas de superficie (gp 135) e para a p28 (resposta de maior intensidade)
(CONCHA-BERMEJILLO, et al 1995).

Dada a importancia desta virose no pais, este trabalho pesquisou as caracteristicas
imunologicas e a reatividade para a proteina viral p28 de AcM produzidos para CAEV
(Laboratorio de Virologia, ICS-UFBA).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS DA ARTRITE-ENCEFALITE CAPRINA

2.1.1 CLASSIFICACAO

O CAEV pertence a familia Retroviridae, género Lentivirus, e sub-familia Lentivirinae Este
virus se caracteriza por causar doencas degenerativas cronicas, com periodos de incubacéo
prolongados, persisténcia e replicacdo viral na presenca de resposta imune especifica. Neste
género, encontramos outros virus de importancia para animais domésticos, tais como o virus
Maedi-Visna (MVV) de ovinos, o virus da Anemia Infecciosa Equina, o virus da
Imunodeficiéncia bovina, felina e simia e para 0 homem, o virus da Imunodeficiéncia
Humana do tipo | e do tipo Il (HIV-1 e HIV-2). (COFFIN, 2001; GOFF, 2006; SMITH,
1993; NARAYAN et al., 1980)

2.1.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

O CAEV apresenta-se como um virion envelopado de 80 a 100 nm de didmetro contendo duas
moléculas idénticas de &cido ribonucléico (RNA) e proteinas estruturais. Seu nucleocapsideo
estd inserido em um capsideo icosaédrico de aproximadamente 60 nm de didmetro, e
recobrindo este capsideo encontramos o envelope viral que é derivado da membrana
plasmatica da célula hospedeira e neste envelope ha a projecéo de glicoproteinas. Apresentam
uma grande quantidade de acido sialico na superficie viral, o que lhe confere um importante
grau de resisténcia para a degradacdo do virus pelas enzimas proteoliticas e para a
neutralizacéo viral por anticorpos (COFFIN, 2001; GOFF, 2006; HUSO et al., 1988)

Estudos filogenéticos realizados com amostras de Lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR)

indicam que estes virus podem ser considerados como quasispécies virais, compartilhando
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caracteristicas genéticas, morfologicas, patogénicas e apresentando a possibilidade de
infeccdo cruzada entre caprinos e ovinos (PASICK, 1998; LIMA et al.,, 2004). Estas
quasispécies, ocorrem principalmente devido as altas taxas de erros e a falta de mecanismos
corretores da polimerase e como resultado, ha a producdo de numerosas particulas
imperfeitas. Esta variabilidade auxilia na evasédo do sistema imune, na producdo de infecgéo
persistente e na capacidade de atravessar as barreiras espécie- especificas, como no caso do
CAEV e MVV (CHEEVERS et al 1993; STEINHAUER D. A. et al 1987; PASICK, 1998).

O genoma do CAEYV consiste de duas moléculas idénticas de RNA, lineares, de fita simples,
ndo complementares e de polaridade positiva, com o tamanho aproximadamente 7 a 11 kb de
comprimento, incluindo o cap na regido 5’ ¢ a poliadenilagdo na regido 3’. E caracteristico
dos Retrovirus apresentar um RNA transportador especifico, cuja funcdo é de iniciador da
replicacdo, além da capacidade de sintetizar uma enzima exclusiva, a Transcriptase reversa
(TR), que atua como &cido desoxiribonucléico (DNA) polimerase RNA dependente.
(SALTARELLI et al, 1990; COFFIN, 2001; GOFF, 2006; MURPHY et al, 1999).

Trés genes estruturais (gag, pol e env) fazem parte do genoma do CAEV e originam
polipeptidios precursores, que ap6s clivagem pds-traducional de dao origem as proteinas do
virion (CHEEVERS et al., 1988). Esta clivagem é analoga a que ocorre em MVV,
antigenicamente relacionado com o CAEV, e em outros retrovirus, nos quais a formacao das
proteinas estruturais envolve a sintese e processamento de varios precursores polipeptidicos
(VIGNE et al.,1982).

O gene gag (Group- specific Antigens) esta localizado mais proximo a regido 5’ e codifica as
proteinas do core do virion. Estas, sdo formadas por varios polipeptideos intermediarios
derivados de um precursor policistrénico primario comum de 51Kd a 55Kd, denominado
Pr51%9%9-pr55%9 (SCHOBORG et al., 2002; CHEEVERS et al., 1988). Este produto primario
do gen gag é subsequentemente clivado em 3 proteinas principais: a proteina da matriz ou
proteina assiciada a membrana (MA), a proteina do capsideo (CA), e a proteina ligada ao
acido nucléico (NC) (NARAYAN et al.,1997; GOFF, 2006; MURPHY et al., 1999). Alguns
estudos mostraram que estas proteinas estruturais do core tem 15Kd a 18Kd , 21Kd a 30Kd e
13Kd a 14Kd, respectivamente (SCHOBORG et al., 2002; CHEEVERS et al., 1981; ADAMS
etal., 1985; GOGOLEWSKI et al., 1985).
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O gene pol geralmente apresenta um maior nimero de sequéncias conservadas, sendo
frequentemente utilizado para a comparacdo entre diferentes lentivirus. Ele codifica trés
proteinas que contem atividade enzimatica indispensavel ao virus no estagio pés-infeccdo: a
Transcriptase reversa (TR), a Integrase (IN) e a Protease (PR). A TR tem atividade enzimatica
para converter uma fita simples de RNA em uma molécula de DNA de fita dupla, a IN é
necessaria para ligar covalentemente o DNA proviral ao DNA da célula hospedeira, formando
o “provirus” e a PR ¢ responsavel pelas clivagens dos produtos dos genes gag e pol no

precursor comum (GOFF, 2006; MURPHY et al, 1999).

O gen env codifica duas glicoproteinas do envelope viral: a maior delas (135Kd), a
glicoproteina de superficie (SU), responsavel pelo reconhecimento dos receptores de
superficie celular e a menor (90Kd), a transmembrana (TM), que ancora o complexo
glicoprotéico ao envelope viral e contém dominios responsaveis pela fusdo do virus a
membrana celular. A SU é formada pelo processamento e clivagem de um precursor
glicosilado de 150Kd (gPr150°"), derivado de um polipeptidio de 90Kd codificado pelo gen
env (CHEEVERS et al., 1988; KNOWLES et al., 1991).

Um polipeptidio ndo glicosilado de 150K corresponde provavelmente ao grande precursor
comum das proteinas relacionadas ao gen gag e da TR (Pr150%9"°") encontrada em todos os
retrovirus (VIGNE et al.,1982). Os papéis precisos dos precursores intermediarios na
formacéo das proteinas do core ndo estdo claros (CHEEVERS et al., 1988).

Adicionalmente aos genes gag, pol e env, comuns a todo os retrovirus, 0s virus pertencentes
ao género Lentivirus codificam varios outros genes, referidos como genes acessorios. Esses
incluem o gen tat, que codifica um potente transativador que associado a fatores da célula
infectada, que aprimora a eficiéncia da transcricdo pela RNA polimerase celular; o gen rev,
que codifica a proteina que é envolvida na transcricdo do RNA viral e seu transporte do
nacleo para o citoplasma; o gen nef, que € essencial para replicagdo do virus em macrofagos,
regula a expressdo de CD4 e IL-2 e pode também alterar o estudo de ativacao de células alvo
in vivo; e 0 gen vif, que esta associado com a infectividade viral (COFFIN, 2001; GOFF,
2006; MURPHY et al., 1999). (Figuras 1 e 2)
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura do provirus de CAEV. LTR- long
terminal repeat. Gene gag codifica 3 proteinas principais: MA, CA e NC. Gene pol codifica
enzimas: TR e IN. Gene env codifica as GP SU e TM. Genes vif, tat, e rev codificam

proteinas reguladoras.(Coffin, 2001)
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2.1.3 CICLO DE REPLICACAO VIRAL

O ciclo de replicacdo do CAEV se inicia com a interacdo entre a molécula receptora na
superficie celular e a glicoproteinas do envelope (GP135) na superficie do virus (Figura 3). A
interacdo é complexa, envolvendo uma ligacdo inicial virus-rceptor, a drastica mudanca
conformaconal nas proteinas do envelope, a indugéo da fusdo das membranas celular e viral e
a subsequente internalizacdo do core do virion no citoplasma. Em alguns casos a entrada do
virus pode ocorrer por endocitose celular. (HULINGUER et al.,1993; HARKISS, WATT,
1990; GOFF, 2006; MURPY et al.,1999). Células cronicamente infectadas por um virus em
particular, ndo podem ser infectadas por outro virus que utilize o mesmo receptor, devido a
fatores que envolvem a unido intracelular dos produtos de env expressos e dos receptores.
Este fendmeno é chamado de interferéncia viral ou de resisténcia a superinfeccdo (GOFF,
2006).

A disseminacéo da infeccdo celular pode também ocorrer via contato célula-célula, através da
fusdo celular induzida pelo virus. Embora ambos 0s mecanismos citados possam ocorrer “in

)

vitro”, a transmissdo do virus através da fusdo célula-célula tem indicativo de ser mais

importante “in vivo” (HARKISS, WATT, 1990; GOFF, 2006; MURPY et al.,1999).

A transcricdo reversa normalmente se inicia apds a entrada do core do virion no citoplasma da
célula infectada. O sinal para a sintese do DNA néo é conhecido, podendo ser desencadeado
por uma simples exposicao do core viral a altos niveis de deoxirobonucleotideos presentes no
citoplasma. A partir dai, a TR copia o acido ribonucléico (RNA) viral, sintetizando um acido
desixirribonucléico (DNA) de fita dupla. O capsideo é removido e 0 DNA viral é transportado
ao nucleo, onde enzimas especializadas, incluindo a IN, fazem uma insercéo randémica desse
DNA viral no genoma da célula hospedeira, compondo o “provirus”. Este, uma vez integrado
ao DNA celular é estavel, e durante replicacdo celular é transmitido & progénie como parte do
genoma celular (GOFF, 2006). Na forma de provirus, o virus pode permanecer latente por
meses ou anos (HARKISS, WATT, 1990). A integracdo do DNA linear retroviral, bem como
a transcricdo reversa sdo etapas cruciais no ciclo de replicacdo dos retrovirus. A integracao é
requerida para uma replicacdo eficiente, ja que estudos com cepas mutantes que ndo se

integram, ndo estabelecem uma infecgéo persistente (GOFF, 2006).
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Em condic¢des adequadas a replicacdo, 0 DNA proviral é transcrito em RNA gendmico viral e
RNA mensageiro, este ultimo € traduzido nos ribossomos para a sintese de proteinas virais. O
RNA gendmico viral a as proteinas estruturais sdo montadas e a particula viral recém formada
“brota” através da membrana celular (HARKISS, WATT, 1990, GOFF, 2006; MURPY, et
al., 1999). No CAEV a montagem e o0 brotamento sdo concomitantes (HAZIZA et al., 2001).

Apo6s o brotamento, as proteinas gag, pol e env que haviam sido sintetizadas juntas, sdo
processadas e reorganizadas pela protease viral, modificando a estrutura do virus, tornando-o
uma particula madura (HARKISS, WATT, 1990; GOFF, 2006; MURPY, et al., 1999). O
virus liberado no fluido celular é capaz de infectar outras células para iniciar um novo ciclo
viral (HARKISS, WATT, 1990; GOFF, 2006; MURPY, et al., 1999).

Muitos retrovirus ndo sdo citopaticos (efeito visivel de destruicdo celular) e ndo alteram
dramaticamente o metabolismo da célula infectada, outros, replicam-se apenas em células em
divisdo, incluindo os do género Lentivirus, e estes causam morte celular, formacdo de
sincicios e apoptoses. A infeccdo por Retrovirus geralmente ndo é litica, porém pode levar a
destruicdo celular através de diversos mecanismos: (1) morte celular mediada pelo sistema
imune; (2) toxicidade direta por produtos dos genes virais; (3) replicacdo intensiva do virus
levando a uma opressao das funcBes necessarias a sobrevivéncia da célula e (4) efeitos
indiretos dos produos dos genes virais nas interacdes celulares necessarias as suas funcdes e
sobrvivéncia (MURPHY, et al., 1999).
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2.1.4 CELULAS HOSPEDEIRAS DO VIRUS

O CAEV, assim como outros lentivirus, € conhecido por causar infecgdo persistente com um
longo periodo de laténcia que pode se estender por toda a vida do animal. As células da
linhagem mondcito-macréfago séo as principais células hospedeiras do CAEV, e a replicacdo
viral e expressdo de virus infeccioso é dependente do nivel de maturacdo/diferenciacdo da
célula monocitica (MURPHY, et al., 1999; PHELPS, SMITH, 1993; NARAYAN, et
al.,1982). Os macrofagos sdo a principal fonte do virus em animais experimental ou
naturalmente infectados e enquanto a montagem do virion acontece intracelularmente em

vacuolos citoplasmaticos, néo é visivel nenhuma alteragdo celular (NARAYAN et al., 1982).

O genoma e/ou proteinas virais tem sido detectados in vivo ou in vitro em células semelhantes
a macréfagos no pulmao, baco e linfonodos; em células de revestimento das veias do cérebro
e sinoviais; células epiteliais das criptas intestinais, dos pulmdes, da tiredide, dos tubulos
renais, dos foliculos tireoidianos, das glandulas mamarias e dos ovidutos; e em células da
granulosa derivada dos ovarios de cabras infectadas. (ZINK et al., 1990; MSELLI-LAKHAL
etal, 1999; LAMARA et al., 2001; LAMARA et al., 2002; PHELPS, SMITH, 1993; FIENI
et al., 2003). Células epiteliais do leite de cabras também sdo suscetiveis a infeccdo por
CAEV invivo e in vitro (MSELLI-LAKHAL et al., 1999).

Estudos mostraram que o CAEV pode passar diretamente de macréfagos com infeccdo
produtiva para outras células ndo infectadas por fusdo celular, sem a necessidade de
receptores celulares especificos. A presenca de transcritos virais em células epiteliais sugere
que essas células podem ser infectadas por fusdo randémica com macrofagos infectados nos
tecidos. A possibilidade de penetracdo dos lentivirus em células infectadas tanto por
endocitose mediada por receptores especificos, quanto por fusdo, pode permitir um tropismo

mais amplo de células hospedeiras (ZINK et al., 1990).

A replicagdo do CAEV em células epiteliais de uma variedade de tecidos sugere o conceito de
que o tropismo celular dos lentivirus pode estender-se além do estreito limite de linfocitos e
macrofagos (ZINK et al., 1990).
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2.1.5 RESTRICAO DA REPLICACAO VIRAL

Estudos demonstraram que a replicacdo viral ocorre em menores taxas nos monaocitos, e
permanece nos estagios iniciais até que haja a maturacdo dessas células em macréfagos,
completando assim o ciclo de replicacdo. Este fendmeno, conhecido como restricdo da
replicacdo, € um mecanismo que permite ao virus permanecer nos mondcitos por periodos
prolongados e indetectavel para outras células do sistema imune (BRODIE et al. 1995;
MURPY et al., 1999; ZINK et al., 1990; GENDELMAN et al., 1986; ZINK et al., 1987).

A clivagem anormal da gp SU também restringiu a replicagdo do virus em cultivos de
fibroblastos infectados com CAEV (CHEBLOUNE et al., 1996). A falta de um receptor
adequado e funcional na superficie desta célula hospedeira impede a penetracdo do virus,
funcionando assim como uma forma de restricdo a replicacdo, desde que ndo haja caminhos
alternativos para a entrada Desta forma, pode-se observar que ap6s a integracdo do DNA viral
na célula hospedeira, o ciclo viral pode ser interrompido em diferentes estagios,
demonstrando que muitas células podem conter o genoma proviral, mas ndo expressar o RNA
viral. Isto pode explicar, em parte, a laténcia da doenca clinica e a persisténcia da resposta
imune, uma vez que as proteinas virais incorretamente processadas podem estimular e manter
uma resposta imune ao virus (MSELLI-LAKHAL et al. 2000).

2.1.6 ASPECTOS CLINICOS E PATOLOGICOS

A infecgdo por CAEV é geralmente persistente, podendo causar afeccdo multissistémica, de
evolugéo crénica, com agravamento progressivo das lesdes, perda de peso e debilidade até a
morte (NARAYAN & CORK, 1985). A enfermidade se caracteriza por uma paralisia
ascendente afebril em cabritos e artrite cronica em animais adultos (GARCIA, 1993). A
grande maioria dos animais infectados permanece assintomatica (REILLY et al., 2004),
porém dependendo do virus e de fatores genéticos do hospedeiro, aproximadamente um terco
dos animais infectados com os LVPR podem desenvolver os sintomas da doenga
(RAVAZZOLO, et al., 2006).
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Do ponto de vista clinico e anatomohistopatoldgico, as apresentacdes clinicas das infec¢des
por CAEV tém sido classificadas em quatro formas principais: artritica, nervosa, respiratoria e
mamaria. Dentre essas formas, a mais comumente observada é a artritica, acometendo animais
adultos (NARAYAN & CORK, 1985).

2.1.7 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

2.1.7.1 Resposta imune humoral e imunopatologia

A resposta de anticorpos contra o CAEV em animais infectados é detectada em torno da
terceira semana apos a infeccao, e é dirigida principalmente a proteina CA; na quinta semana
sdo produzidos anticorpos para as demais proteinas (NC, MA, TM e SU) (CONCHA-
BERMEJILLO, et al 1995).

O papel dos anticorpos no controle de infec¢bes por LVPR é controverso (Mc GUIRE, et al
1990; BERTONI, 2007). Apesar da resposta imune humoral ser direcionada para varias
proteinas virais, a infeccdo por CAEV induz resposta principalmente para as glicoproteinas do
envelope, que é mantida durante todo o curso da infeccdo (KNOWLES, et al 1990;
BERTONI, et al 2000). Este tipo de resposta contra as glicoproteinas do envelope esta
associada com a artrite severa, ja que os anticorpos tendem a ser pouco neutralizantes ou nao
neutralizantes (BERTONI, et al 2000) e geram mecanismos imunopatologicos que
contribuem a doenca induzida pelo virus (KNOWLES, et al 1990).

Huso et al (2000) mostraram que a superficie externa das particulas infecciosas de CAEV é
recoberta com acido sialico, o que confere um notavel grau de resisténcia para a neutralizacéo
por anticorpos, facilitando o escape viral a resposta imune humoral. Variantes de escape do
CAEV resistentes a neutralizacdo tém sido detectadas em cabras infectadas, sugerindo que 0s
anticorpos impdem uma forte presséo seletiva no virus (CHEEVERS, et al 1993; ELLIS, et al
1987). A recorrente estimulacéo antigénica causada pelo aparecimento de variantes resistentes
a neutralizacdo mostrou estar associada a severidade dos sintomas clinicos nas articulaces
(BERTONI, 2007; CHEEVERS, et al 1991)
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O tempo entre o inicio da infeccdo e o aparecimento de anticorpos no sangue varia de
semanas a meses, 0 que presumivelmente, reflete o nivel de replicacdo viral em cada animal e
dificulta o sorodiagnostico dessas infeccdes (HARKISS; WATT, 1990; RIMSTAD, et al
1993). Os anticorpos passivos adquiridos pela ingestdo de colostro persistem em niveis

detectaveis no soro de cabritos por menos de seis meses (ADAMS, et al 1983).

2.1.7.2 Resposta imune celular e imunopatologia

A resposta imune de células T desempenha um papel crucial no controle da infeccéo viral
aguda e persistente (KELENERMAN, 2005). A resposta imune celular contra 0 CAEV é
caracterizada pela reducdo na proporcdo de mondcitos do sangue periférico, diminuicdo de
linfécitos T CD4" e discreto aumento de linfocitos T CD8" (JOLLY, et al 1997;
LICHTENSTEIGER, et al 1993). Esta resposta conduz a infiltragdo mononuclear de varios
tecidos do organismo, em particular para a articulacdo do joelho (LECHNER, et al 1997).
Durante a infeccdo pelo CAEV, o nimero de mondcitos é reduzido (JOLLY, et al 1997) e a

qualidade resposta de células T helper pode ser afetada (PERRY, et al 1995).

A resposta celular T CD4 tipo 2 (Th2) para antigeno env é caracterizada por uma resposta de
interleucina 4 (IL4) dominante e uma reduzida expressdo de interferon y (IFNy), segundo
descrito em cabras infectadas que tiveram o desenvolvimento do processo de artrite clinica.
Inversamente, animais infectados e assintomaticos, mostraram uma forte resposta IFNy sobre
a estimulacdo antigénica em env, demonstrando o efeito benéfico da resposta de linfocitos T
helper 1 (Th1) no controle da carga viral (CHEEVERS et al 1997).

Células T CD8" tem sido detectadas em cabras e ovelhas infectadas, e sdo consideradas
importantes para 0 sucesso no controle da carga viral de animais persistentemente infectados
(LICHTENSTEIGER, et al 1993; BIRD, et al 1993; BLACKLAWS et al 1994;
BLACKLAWS et al 1995). Da mesma forma, foi observado que em individuos infectados
com HIV1 e considerados como controladores de HIV (HIC), o controle da replicacdo viral
tem sido associada com uma resposta de célula T CD8 especifica, caracterizada por um
fenotipo HLA-DR alto e CD-38 baixo. Os individuos HIC tem alta freqiiéncia de células T
CD8 especificas para HIV secretando IFNy (SAEZ-CIRON et al 2007).
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Os padrdes de expressao de citocinas na CAE também foram similares aos achados na artrite
reumatoide humana, com poucas células expressando as citocinas derivadas dos leucdcitos -
interferon y (IFNy) e interleucina 2 (IL-2) — e mais células expressando proteinas
quimioatraentes de monocitos (MCP-1), IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) — alfa.
Nenhum IFNy ou células expressando o virus foram achadas nas articulagdes inflamadas
(processo agudo), mas ambos foram detectados em cabras com severa artrite (LECHNER, et
al 1997).

Lechner e colaboradores (1997) concluiram que na infeccdo pelo CAEV, macréfagos
infectados respondem diferentemente de células ndo infectadas para estimulos exdgenos,
sugerindo que esse virus pode modular as funcGes acessorias desses macréfagos, como mudar

0 padrdo de expressdo de citocinas ou a resposta imune antiviral in vivo.

2.2 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Anticorpos Monoclonais (AcM) sdo anticorpos de especificidade Unica, derivados de um

unico clone de células B e que respondem a um Gnico epitopo.

A molécula de imunoglobulina é uma estrutura complexa formada por quatro cadeias de
polipeptideos, as cadeias pesadas de imunoglobulina (IgH) e as cadeias leves de
imunoglobulina (IgL). Estas cadeias contém dominios constantes, responsaveis pelas fungdes
efetoras, e dominios varidveis, que se ligam ao epitopo antigénico. A caracterizacdo da
estrutura dos anticorpos e de seus genes, sdo a base para a sua engenharia (BERZOFSKY et al
2003).

Apos o desenvolvimento da tecnologia da producdo dos AcM, em 1975, por Georges Kohler e
Cesar Milstein, os AcM tornaram-se rapidamente uma das ferramentas chaves da imunologia
(KOHLER; MILSTEIN, 1975), sendo amplamente utilizados na medicina e nas pesquisas
biomédicas bésicas no diagnostico de doencas e no tratamento de diversos problemas, tais
como infecgdes e cancer (COLFOR; HALL, 1995; COOK; SELF, 1995).

A producdo de AcM requer imunizacdo de um animal, normalmente camundongos, obtendo
células B produtoras de anticorpos e a fusdo destes linfocitos B, que vivem poucos dias em

cultura in vitro, com uma Unica célula de mieloma que tem a propriedade da imortalidade,
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gerando o hibridoma, que pode secretar anticorpos da especificidade desejada e vive por
tempo ilimitado (KOHLER; MILSTEIN, 1975).

A cultura continua de hibridomas para a producdo de AcM oferece como vantagens um
suplemento inesgotavel de imunoglobulinas com altos titulos, alta reprodutibilidade e evita o
aparecimento de reacOes cruzadas. Conseqlientemente, o AcM permite o desenvolvimento de
sistemas imunoensaios padronizados e seguros. Logo, AcM servem como poderosas
ferramentas para a investigacdo de macromoléculas e células, e tém provido reagentes
efetivos em termos de especificidade para testes diagnosticos clinicos (NELSON et al., 2000).
Entretanto, o custo da sua producéo, a ocorréncia de alguns relatos de toxicidade durante a sua
utilizacdo terapéutica e o funcionamento apenas sob determinadas condi¢bes, como a
preservacdo dos epitopos a serem reconhecidos pelos anticorpos, ainda sdo problemas a serem
superados. Inumeros AcM encontram-se em fase de testes para a liberacdo do seu uso para
fins diagndsticos e terapéuticos (GLENNIE; JOHNSON, 2000).

Uma tecnologia alternativa para a producdo de AcM envolve o uso de bibliotecas de genes,
tendo como vantagem a reducdo do uso de animais para as imunizacgdoes e a eliminacdo da

fase de screening dos sobrenadantes contendo os anticorpos (BERZOFSKY et al 2003).

2.2.1 PROPRIEDADES DOS ACM

A caracterizacdo de um AcM promove a analise do anticorpo produzido pelo hibridoma, em
termos de reatividade e especificidade. Para tanto, é essencial a reclonagem dos hibridomas
para evitar dados ambiguos, resultando em anticorpos de diferentes classes, especificidade e
afinidade. Assim, a determinagdo do isotipo torna-se essencial para a identificacdo de
misturas. A caracterizacdo das imunoglobulinas também permite testar a reagdo dos AcM com
uma grande variedade de antigenos ou preparag0es tissulares, bem como avaliar o seu uso em

diferentes técnicas moleculares e imunologicas (NELSON et al, 2000).

O perfil do AcM para diferentes tipos de ensaios € um aspecto extremamente relevante
durante a caracterizacao. Isso € especialmente pertinente para o potencial do anticorpo como
reagente diagndstico, ja que alguns AcM reagem bem em alguns sistemas mas ndo em outros.

Esse fendmeno, chamado de restricdo de ensaio, define como um anticorpo reconhece um
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epitopo alvo no contexto do tipo de ensaio usado, por que 0s epitopos poderdo ser
desnaturados ou tornar-se inacessivel. Desta forma, é importante testar o AcM em diferentes

ensaios imunoquimicos (NELSON et al., 2000).

E notavel que, embora um hibridoma seja o produto da fusdo de uma unica célula B e produza
um AcM de excelente especificidade, esse mesmo anticorpo pode ter reacdo cruzada com
outros antigenos ou exibir dupla especificidade. Isto pode ser devido ao reconhecimento de
sitios combinados mais do que um determinante antigénico, por alguma similaridade na forma
ou composicdo quimica. Conseqlientemente, uma rigorosa avaliacdo de um dado AcM e seus

epitopos alvo se faz necessaria (NELSON et al., 2000).

Desta forma, a caracterizacdo deve incluir dados bioquimicos, bioldgicos e imunol6gicos dos
AcM.

2.2.1.1 Especificidade, afinidade e avidez

A especificidade clara dos anticorpos se aplica ao reconhecimento de todas as classes
de moléculas. Por exemplo, 0s anticorpos podem distinguir entre dois determinantes lineares
protéicos cuja Unica diferenca € uma Unica substituicdo de um aminoacido conservado que
tem pouco efeito na sua estrutura secundaria. Como o0s constituintes bioquimicos dos
organismos vivos sdo fundamentalmente semelhantes, é necessario que se haja esse alto grau
de especificidade para que os anticorpos gerados em resposta aos antigenos de um
microorganismo em geral ndo reajam com moléculas do hospedeiro estruturalmente

semelhante ou com antigenos de outros microorganismos. (ABBAS, 2005)

A medida da forca de ligagdo de um anticorpo para um epitopo monovalente chama-se
afinidade. Anticorpos com alta afinidade se ligam a quantidades maiores de antigenos com
uma melhor estabilidade em menos tempo do que os que apresentam afinidade baixa e sdo os

preferiveis para técnicas imunoldgicas. (LIPMAN, 2005)
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A forca com que um anticorpo multivalente liga-se a um antigeno multivalente (epitopos
multiplos) é denominada de avidez. Enquanto a afinidade reflete sua energia de ligacdo um
unico epitopo, a avidez reflete a intensidade de todas as ligacbes entre anticorpos e um

antigeno multivalente.

2.2.2 ANTICORPOS POLICLONAIS VERSUS ACM

Os anticorpos sdo gerados pelo sistema imune diante de um estimulo antigénico ap6s infeccéo
natural ou apds imunizacdo. Desta maneira ha a produgdo de uma mistura de moléculas de
diferentes especificidades e afinidades conhecidas como anticorpos policlonais (AcP). Os AcP
detectam uma multiplicidade de epitopos e, portanto, reconhecem antigenos diferentes, fato
importante em testes cuja multivaléncia é essencial (imunoprecipitacdo). Em adicéo,
reagentes policlonais séo relativamente simples e baratos de produzir quando comparados
com reagentes monoclonais. Além disso, 0 uso de animais como cavalo, cabra e coelho
permite a recuperacdo de grandes volumes de soro rico em imunoglobulinas. Contudo,
existem diferencas na reatividade e titulos dos anticorpos, e sofrem geralmente de uma falta

de reprodutibilidade, devido a heterogeneidade dos anticorpos (NELSON et al., 2000).

Inicialmente, quando os AcM foram descobertos, acreditava-se que eles seriam superiores aos
AcP em todas as situagdes e atualmente sugere-se que isto depende do uso dos anticorpos.
AcM guando reagem cruzadamente, ndo podem ser removidos por adsor¢do, enquanto que em
um soro policlonal, cada diferente anticorpo tem distinta gama de reatividade, e em casos de

reacdo cruzada, ha a possibilidade de remocao por adsor¢do (BERZOFSKY et al 2003).

Os AcP sdo mais estaveis as variacdes de pH e concentracdo de sais enquanto os AcM podem
ser altamente susceptiveis a pequenas alteracbes em ambas.A principais vantagens dos AcM
sdo sua homogeneidade e consisténcia, e apos a obtencdo do hibridoma desejado, 0s AcM sdo
gerados como uma fonte constante e renovavel enquanto os AcP produzidos para um mesmo
antigeno usando diversos animais apresentam diferencas entre animais imunizados, além
disso a quantidade destes anticorpos obtidos é limitado pelo tamanho do animal e pelo seu
tempo de vida (LIPMAN, 2005).
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Atualmente, os reagentes soroldgicos, em muitos casos, utilizam uma mistura de AcM, o que
o torna melhor definido e com maior reprodutibilidade que um soro policlonal, podendo ainda
ter vantagens com relacéo a especificidade (BERZOFSKY et al 2003).

2.2.3 APLICACOES DOS ACM

A producdo facil e em grande quantidade dos AcM possibilitaram seu uso em muitos

experimentos ou praticas antes impossiveis.

Cromatografia de afinidade pode ser usada como um passo na purificagdo de espécies
moleculares que sdo de dificil purificacdo quimica (BERZOFSKY et al 2003). Purificacdo
com colunas de AcM tém sido aplicadas com sucesso para antigenos do MHC (complexo de
histocompatibilidade principal) (GOLDSBY et al., 2002)

Anticorpos homogéneos podem ser cristalizados sozinhos ou junto com o antigeno para
permitir o estudo estrutural por difracdo de raio-X, ou podem ser muito valorosos no estudo
da diversidade dos anticorpos. Tais analises tém mostrado sobre os papéis das mutacdes
somaticas, alteracbes na afinidade, e mudancas na dominancia clonal durante as respostas
(BERZOFSKY et al 2003).

Além disso, os AcM sdo muito Uteis como reagentes imunobioldgicos. Algumas das suas

aplicacdes incluem:

a) Atividade catalitica: AcM tem sido usados como catalisadores quimicos, servindo como
uma alternativa enzimatica que pode ser produzida e manipulada facilmente, em alguns casos
(LERNER et al, 1991).

b) Anticorpos biespecificos: Varias técnicas tem sido desenvolvidas para preparar anticorpos
biespecificos hibridos com uma larga utilidade, unidos a outros dominios funcionais, tais
como toxinas, enzimas ou citocinas, criando assim anticorpos bifuncionais (KRIANKUM et
al, 2001).

c) Andlise funcional de moléculas de superficie celular e de moléculas secretadas: na

pesquisa imunoldgica, 0s AcM que se ligam a moléculas de superficie celular e estimulam ou
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inibem funcgdes celulares sdo instrumentos inestimaveis para definir as fungdes das moléculas

de superficie, incluindo os receptores de antigenos (ABBAS et al., 2002)

d) Identificacdo de marcadores fenotipicos Unicos pata tipos celulares em particular: A base
da classificacdo moderna dos linfécitos e de outros leucdcitos é a ligagdo da populagédo
especifica de AcM. Esses tém sido usados para definir “clusters de diferencia¢do”

(marcadores CD) para os varios tipos celulares (NELSON et al., 2000).

e) Imunodiagnostico: O diagnéstico de muitas doencas infecciosas e sistémicas baseia-se na
deteccdo de antigenos e/ou de anticorpos particulares na circulacdo ou nos tecidos (COOK;
SELF, 1995).

f) Diagnostico e tratamento de tumores: A producdo de AcM contra proteinas presentes na
membrana de células tumorais, permite sua utilizacdo para detectar a presenca dessas celulas
em um tecido ou érgdo ou para elimina-las (COLFOR; HALL, 1995)

g) Outras aplica¢des clinicas: Os possiveis usos clinicos dos AcM sdo variados. Podem ser
utilizados em RIA e ELISA para mensurar substancias em fluidos bioldgicos, como
horménios e toxinas; AcM conjugados a toxinas tem sido usados na remocdao de células T da
medula dssea antes de transplantes e também tem sido usados em uma variedade de condicdes
imunolégicas, tais como artrite reumatoide, rejeicdo de transplantes e como reagentes anti
tromboliticos (VALLERA et al., 1983; GLENNIE; JOHNSON, 2000).

Existem limitagOes para o uso de determinados anticorpos, uma vez que muitos funcionam
bem apenas sob determinadas condi¢cfes de aplicacdo e de especificidade antigénica. Como
exemplo, o sucesso ha imunohistoquimica depende da preservacdo de epitopos reconhecidos
pelos anticorpos, o que algumas vezes s6 é possivel com tecidos criopreservados. Esta
necessidade de preservacdo dos determinantes antigénicos pode limitar o uso desses
anticorpos na rotina diagnostica, onde frequentemente o material é preservado em formalina e
embebido em parafina o que pode ainda impossibilitar estudos retrospectivos com material de
arquivos de anatomia patoldgica. A antigenicidade de muitas proteinas é reduzida ou perdida
pelas fixagdes com formaldeido, que muda a estrutura bioquimica dos antigenos, tornando-os
ndo identificaveis pelos AcM (SHI et al., 1995)



3- OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as caracteristicas de AcM para o Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar a classe e quantificar as Ig presentes no liquido ascitico;

- Avaliar a especificidade e sensibilidade na detec¢do do antigeno viral;
- Determinar a reatividade contra os polipeptideos virais;

- Estudar as caracteristicas do epitopo reconhecido;

- Avaliar reacdo cruzada para proteinas de HIV-1 e HIV-2

35
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 ANTICORPOS MONOCLONAIS (AcM)

Neste trabalho foram avaliados 06 (seis) AcM (F12, A9, B9, C7, G7 e H9) produzidos
anteriormente no Laboratorio de Virologia, ICS-UFBA (CAMPOS et al 2007; SARDI, et al

2006), e estocados sob a forma de liquido ascitico.

4.1.1 1SOTIPIFICACAO

Para determinar a classe de imunoglobulina dos AcM, utilizou-se um kit comercial (Bio Rad
Catalog 172-2055), baseado na técnica de ELISA indireto.

4.1.2 DETERMINACAO DA INTEGRIDADE DAS IG PRESENTES NO LIQUIDO
ASCITICO.

Os AcM foram submetidas a eletroforese em condi¢Bes deshaturantes e ndo desnaturantes
pela técnica de SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) em um gel de poliacrilamida 10%. As
amostras foram diluidas em tampé&o desnaturante ou ndo desnaturante de Laemmli e a corrida
eletroforética das Ig se realizou durante 2,5 horas a 100 volts. Os pesos moleculares foram
calculados usando-se o RF (Distancia em centimetros de migracdo da proteina a partir do gel
de corrida / distancia da migracdo do corante Coomassie blue a partir do gel de corrida)
segundo o padrdo de peso molecular: Fosforilase B (97,4 kDa), Albumina Sérica Bovina (66
kDa), Anidrase Carbbnica (29 kDa), Inibidor de Tripisina de Soja (20,1kDa) e a-
Lactalbumina (14,2 kDa) (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH).
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4.1.3. TITULACAO DAS IgG PRESENTES NO LIQUIDO ASCITICO: ELISA DIRETO

Microplacas de poliestireno de fundo chato (NUNC) foram sensibilizadas com diluigdes
seriadas dos AcM (de 1:500 até 1:1600000) em PBS-Leite 0,5%, em tampéo carbonato-
bicarbonato (Na2CO3 1,7g/l, NaHCO3 2,86¢/l) 0,05M pH 9,6, e entdo, incubada por toda a
noite a 4°C. Apds 16 a 18 h, lavou-se 3 vezes com PBS-T 0,05% e se seguiu o blogueio da
placa com solucdo de PBS-leite a 5% durante 1 hora a 37°C. Apds esse periodo, foi
acrescentado anticorpo anti-lgG de camudongo (SIGMA) conjugado a peroxidase 1:5000
diluido em PBS-Leite 0,5%. A microplaca foi incubada por 1h a 37°C e lavou-se 3 vezes com
PBS-T 0,05% e 1 vez com PBS. A reacdo foi revelada com uma solucdo de 3,3, 5,5°-
Tetramethylbenzidine (TMB) (SIGMA CHEMICAL CO) na presenca de peroxido de
hidrogénio (10ml/3pul) e apds 30 minutos, adicionou-se a solucdo stop (Acido Fluoridrico
0,125%) para a leitura em espectrofotdmetro (Microplate Reader BIO-RAD Model 550) com

filtro de 630nm de comprimento de luz.

414 IMUNODUFUSAO EM GEL DE AGAROSE (IDGA): ATIVIDADE
MONOVALENTE

O teste sorologico de IDGA foi realizado com um “kit” de uso comercial (“Biovetech”)
seguindo-se as orientacdes do fabricante. Este teste utiliza um antigeno especifico do CAEV
que ¢ a proteina do capsideo (p28). A primeira leitura foi feita as 24 horas, e apds 48 horas
realizou-se a leitura confirmatoria. A interpretacdo dos resultados foi realizada verificando a

presenca ou auséncia de linhas de precipitacdo entre 0s AcM e 0 antigeno na agarose
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4.2. DETECCAO DO ANTIGENO VIRAL

4.2.1 CULTIVOS CELULARES

Os cultivos priméarios de membrana sinovial de cabra (MSC), utilizadas para replicacdo
viral, foram obtidas segundo o descrito por Abreu et al.(1998). Apds 15 a 20 dias de
incubacdo, os explantes foram tripsinizados (Tripsina 1:250 GIBCO) e subcultivados para a

obtencdo de monocamadas celulares.

4.2.2 PRODUCAO DO VIRUS

Neste trabalho foi utilizada a cepa DECENTE, isolada no Laboratério de Virologia, ICS-
UFBA (TIGRE, et al. 2003)

Logo ap0s o periodo de adsorgdo viral (1h a 37°C, MOI 1) a monocamada de MSC infectada
foi incubada a 37°C com Meio MEM- D e 2% de SFB a 37°C até o aparecimento do efeito
citopatico viral, geralmente 10 a 15 dias (Figura 4). Posteriormente, as garrafas foram
submetidas a dois ciclos de congelamento (-20°C) e descong elamento, e 0 sobrenadante e as
células infectadas foram centrifugados a 10000g, durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi coletado e armazenado (-20°C) para a concentracdo viral. O precipitado celular foi
ressuspenso em Salina Tamponada com Fosfato (PBS) (137 mM NaCl; 10mM fosfato;
2,7mM KCI; pH 7,4) e armazenado (-20 °C) para posterior utilizacao.

O titulo infeccioso foi de 10*° DICTso/ml (Dose Infecciosa em Cultivo de Tecidos) (REED;
MUENCH, 1938)
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Figura 4. Efeito citopatico do CAEV em MSC: Células de MSC infectadas (1, 2, 3). As setas
indicam, respectivamente, a vacuolizagdo citoplasmatica, formagéo de “pontes” intracelulares

e fusdo celular induzida pelo virus. Células de MSC néo infectadas (4).
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4.2.2.1. CONCENTRACAO DO VIRUS

O sobrenadante do virus, obtido segundo o item 4.2, foi submetido a concentracdo com
Polietilenoglicol 8000, segundo o protocolo de Fontes et al, (2005). A concentracdo protéica
foi avaliada utilizando um kit comercial baseado no método de Lowry (BIORAD) seguindo as
indicacdes do fabricante. De acordo com esse método, foi obtida a concentracdo protéica de

1,0 mg/ml.

4.2.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

Laminulas com ceélulas de MSC, cultivadas em tubos, foram infectadas com o CAEV
(Materiais e métodos 4.2.1) e incubadas por 1:30h a 37°C para adsorcao viral. Posteriormente
acrescentamos meio MEM-D contendo 2% de Soro Fetal Bovino e incubou-se a 37°C. As
laminulas com células infectadas, foram retiradas da estufa apos 10 dias, fixadas em acetona
por 10min a —20°C e incubadas com o liquido ascitico dos AcM e, como controle positivo, 0
AcP (soro hiperimune de coelho) 1:50 (v/v PBS). Incubou-se por toda a noite a 4°C, lavou-se
3 vezes com PBS (10 min cada lavado) e adicionou-se anticorpo anti- IgG de camundongo
1/20 e anticorpo anti-1gG de coelho 1/100 marcado com FITC. Apos 1h de incubacédo a 37°C
repetiu-se as lavagens. As laminulas foram montadas em laminas com glicerina, observadas

em microscoépio de fluorescéncia e fotografadas

4.2.4 DOT-BLOT

A sensibilidade dos AcM na deteccdo do CAEV, foi determinada através de Dot-blot. Células
infectadas (Materiais e métodos 4.2.1) em dilui¢cdes seriadas (1/10, 1/20, 1/40/ 1/80) foram
adicionadas a uma membrana de nitrocelulose (Scheir & Schuell 0,45um) com auxilio do
filtro de multi-dot. Cortou-se a membrana longitudinalmente, em fitas com aproximadamente

5 mm de largura, e bloqueou-se com uma solucdo de PBS com 5% de leite em pd desnatado
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(PBS-Leite 5%) por 1 h a temperatura ambiente, para evitar sitios livres de reacdo. Em
seguida, colocou-se as fitas em sacos plasticos selados, adicionou-se individualmente o
liquido ascitico dos AcM 1:5 (v/iv em PBS-Leite 0,5%), e incubou-se por toda noite a
temperatura ambiente. No dia seguinte, lavou-se as fitas 3 vezes com (PBS-T 0,05%) (10 min
cada lavado) e adicionou-se anticorpo anti-lgG de camundongo 1:1000 (v/v PBS) marcado
com peroxidase (SIGMA CHEMICAL CO). Ap6s incubacdo por 1h a 37°C, lavou-se como
citado anteriormente e mais uma vez com PBS. A revelacgéo foi realizada com uma solucéao de
3.3’- Diaminobenzidina (DAB) (SIGMA CHEMICAL CO) em PBS (10mg/10ml) na
presenca de 0,015 % de peroxido de hidrogénio 30 vol. A reacdo foi interrompida com
sucessivas lavagens com agua destilada e as fitas foram secas e fotografadas.

4.2.5 WESTERN-BLOT

A reatividade dos AcM com polipeptideos virais foi determinada através de Western-blot. A
corrida eletroforética das proteinas do Virus purificado (VP) e do antigeno Viral (AgV) se
realizou durante 2,5 horas a 80 volts em gel de poloacrilamida (SDS-PAGE) com gradiente de
5-15%. Em seguida as proteinas foram eletrotransferidas a uma membrana de nitrocelulose
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTHEC 0,45um) segundo o método de Burnett (1981),
utilizando uma cuba de transferéncia com buffer Glicina 192 mM, Tris 25 mM e Metanol
20%, a 100 volts durante 1 hora. A verificacdo da eletrotransferéncia das proteinas se realizou
com a técnica de coloracdo de vermelho de Ponceau 10%. Uma vez constatada a
transferéncia, as tiras de membrana de nitrocelulose foram bloqueadas com uma solucdo de
leite em p6 desnatado (NESTLE) 5% em PBS (PBS-leite a 5%) durante 1:30 hora para evitar
sitios livres de reacdo. Posteriormente as fitas foram incubadas, individualmente, com os
diferentes AcM (1:10 em PBS-Leite 0,5%), durante toda a noite a temperatura ambiente. Ao
fim deste tempo, foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05% (10 minutos cada lavado) e
incubadas durante 1 hora a 37°C, com um anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a
peroxidase 1:500 (v/v, PBS) (SIGMA CHEMICAL CO). Em seguida, foram feitas novas
lavagens com PBS-T 0,05% e 1 lavagem final com PBS. A revelagcdo foi feita com uma

solugdo com 3’3’ Diaminobenzidine (DAB) na presenca de perdxido de hidrogénio (0,001%).
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A reacdo foi interrompida com sucessivas lavagens com agua destilada e as membranas foram

secas e fotografadas.

4.2.6 REATIVIDADE DOS AcM APOS DIFERENTES TRATAMENTOS DO ANTIGENO
VIRAL

4.2.6.1 Tratamento do antigeno viral

a) SDS

O antigeno viral foi tratado com solucdo 10% de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) a uma
concentracdo final de 0,1% (v/v) (0,28M). Apo6s 10 min e homogeneizagdes freqlientes, o
material foi centrifugado por 15 min a 10000 rpm e o sobrenadante resultante foi conservado
a -70° C até ser utilizado (TORRES, et al.,2009; SIMARD, 2001).

b) B -ME

O antigeno viral foi tratado com B-mercaptoetanol (f -ME) a uma concentragdo final de 1,2%
(v/v). ApGs breve homogeneizacdo, o material foi incubado a 37°C por 45 min ¢ conservado a
-70° C até ser utilizado (ABASS, et al 2006; HARITH, et al, 1995)

4.2.6.2 Padrao eletroforético das proteinas virais

As amostras de VP (Materiais e métodos 4.2.1), controle (MSC) (Materiais e métodos 4.1),
AgV (Materiais e métodos 4.2), o antigeno tratado com SDS (AgV-SDS) e o antigeno viral
tratado com B-ME (AgV- B -ME) (Materiais e meétodos 4.3.6.1), foram submetidas a
eletroforese pela técnica de SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) em um gel de gradiente 5-15%.
Inicialmente as amostras em tampé&o desnaturante de Laemmli foram levadas a 100°C durante

3 minutos e a corrida eletroforética das proteinas virais se realizou durante 2 horas a 100
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volts. Foram colocados aproximadamente 15 ug de proteina viral por poco e usou-se como
padrdo de peso molecular: Fosforilase B (97,4 kDa), Albumina Sérica Bovina (66 kDa),
Anidrase Carboénica (29 kDa), Inibidor de Tripisina de Soja (20,1kDa) e a-Lactalbumina
(14,2 kDa) (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). Os pesos moleculares das proteinas

virais foram calculados usando-se 0 RF.

4.2.6.3 Western-Blot

A corrida eletroforética das proteinas virais (AgV, AgV-SDS, AgV- B-ME) e a
eletrotransferéncia se realizou segundo descrito em materiais e métodos 4.3.6.2. Uma vez
constatada a transferéncia, as tiras de membrana de nitrocelulose foram blogueadas com PBS-
leite a 5% durante 1:30 hora a temperatura ambiente para evitar sitios livres de reacdo.
Posteriormente as fitas foram incubadas, individualmente, com os AcM (1:10 em PBS-Leite
0,5%), o AcP (1:50 em PBS-Leite 0,5%), e com o soro de um caprino positivo para CAEV e
com artrite (SC) (1:10 em PBS-Leite 0,5%), durante toda a noite a temperatura ambiente. Ao
fim deste tempo, foram lavadas 3 vezes com PBS-T 0,05% (10 minutos cada lavado) e
incubadas durante 1 hora a 37°C com um anticorpo anti-lgG de camundongo (1:500),
anticorpo anti-lgG de coelho (1:700) e anticorpo anti-lgG de cabra (1:500), conjugados a
peroxidase. Em seguida, foram feitas novas lavagens com PBS-T 0,05% e 1 lavagem final
com PBS. A revelacdo foi feita com uma solucdo com o substrato DAB e perdxido de
hidrogénio (0,001%). A reacdo foi interrompida com sucessivas lavagens com agua destilada

e as membranas foram secas e fotografadas.

4.2.6.4 ELISA Indireto

O teste de ELISA Indireto utilizado foi descrito previamente por Torres et al. (2008). As
placas de poliestireno de 96 pocos (NUNC-MAXISORP TM) foi sensibilizada com o AgV,
AgV-SDS e AgV- B -ME, na concentracdo protéica de 3,0 pg/100 pl (pogo) em tampdo

carbonato-bicarbonato pH 9,6. A placa foi incubada toda a noite a 4°C. Passado esse periodo,
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0s pocos foram lavados 5 vezes com uma solucdo de PBS-T 0,05%. Posteriormente foi
adicionada uma solucéo de PBS-leite a 5% durante 1:30 hora a temperatura ambiente para o
bloqueio de sitios livres reativos. Em seguida foram adicionados os AcM e 0s AcP em
diluicdes seriadas (1:10, 1:40, 1:80, 1:160, 1:800, 1:1600, 1:3200 em solucdo de PBS-leite +
0,3% Tween 20), e a placa foi incubada toda a noite a 4°C. Passado esse periodo, a placa foi
lavada como citado anteriormente e incubadas novamente durante 1h a 37°C, com anticorpo
anti-lgG de camundongo e anticorpo anti-lgG de coelho marcado com peroxidase (SIGMA),
na diluicdo de 1: 5000 e 1:10000, respectivamente, em PBS-leite + 0,3% Tween 20. A placa
foi lavada como mencionado anteriormente. A revelagdo da reacgdo foi feita com o substrato
de TMB em presenca de Hy O, (10ml/3pl) e apds 30 min foi utilizado o acido fluoridrico

0,125% para parar a reacao e realizada a leitura da densidade éptica a 630nm.

4.2.7 REACAO CRUZADA COM RETROVIRUS HIV-1 E HIV-2

O teste de Western-Blot para observacao de reacdo cruzada com HIV foi realizado com um
“kit” de uso comercial Hangzhou Ausia Diagnostics (“AUSIA”) seguindo-se as orientagdes
do fabricante. Este teste utiliza antigenos virais especificos do HIV-1 (gp160, gp120, p66,
p55, p51, gp4l, p3l, p24, pl7 ), separados por SDS-PAGE seguido de eletrotransferéncia, e
combinados com um peptideo sintético de HIV-2 (gp36). As tiras de nitrocelulose foram
incubadas, individualmente, com os AcM (1:10) durante toda a noite a temperatura ambiente
e ao fim deste tempo, foram lavadas e incubadas com um anticorpo anti-lIgG de camundongo
(1:500). Em seguida, foram feitas novas lavagens e a revelagdo foi feita com uma solugéo
com o substrato DAB na presenca de peroxido de hidrogénio (0,001%). A reagdo foi

interrompida com sucessivas lavagens com agua destilada.

4.2.8 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram feitas utilizando SPSS Package Social Science, V.16.0,

utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whithney.
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5.RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DOS ACM
5.1.1 CARACTERISTICAS DAS IMUNOGLOBULINAS (IG) PRESENTES NOS ACM

No Quadro 1, apresenta-se os resultados obtidos na isotipificagdo das Ig. Observou-se a

presenca de apenas uma classe de imunoglobulina, IgG1 e cadeias leves do tipo .

Quadro 1: Isotipificacio dos AcM.

AcM Isotipo Tipo de Cadeia Leve
F12 IgG1 K

C7 IgG1 K

B9 IgG1 K

H9 IgG1 K

G7 IgG1 K

A9 IgG1 K

As Ig dos AcM submetidas a SDS-Page em condicGes ndo desnaturantes apresentaram o
perfil eletroforético de uma Unica proteina de aproximadamente 165 Kd, condizente com o
peso molecular (PM) da 1gG integra, enquanto que em condicdes desnaturantes mostraram
duas proteinas, de 26Kd e 55Kd correspondendo as cadeias leves e pesadas, respectivamente
(Figura 5).

A quantificacdo destas 1gG foi realizada pelo método do ELISA Direto, o qual mostrou que
todos os AcM possuiam titulos de até 1:100.000 (ponto de inflexdo da curva dose/resposta)

(Figura 6), um valor esperado considerando que provém do liquido ascitico.

A atividade precipitante das Ig dos AcM foi analisada pela técnica de IDGA. Neste caso, a
unido antigeno-anticorpo nao formou um complexo de precipitacéo visivel a olho nu (linha de
precipitacdo), comum em reacOes de imunoprecipitagdo, como aconteceu com o AcP de

atividade multivalente (dado ndo mostrado).
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Figura 5: Perfil eletroforético das 1gG dos AcM em SDS-PAGE 10%. (1) AcM em
condigdes ndo desnaturantes e (2) em condicOes desnaturantes. As setas indicam os PM da Ig
integra (1) e das cadeias pesadas e leves (2).
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Figura 6: Titulacdo das 1gG presentes nos AcM. Todos 0os AcM tiveram um titulo de até

1:100.000. A linha pontilhada indica o ponto de inflexdo da curva dose/resposta.
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5.1.2 IFl: REATIVIDADE PARA O ANTIGENO VIRAL

Todos os AcM (F12, A9, C7, G7, H9 e B9) demonstraram um menor sinal de fluorescéncia
para 0s antigenos virais presentes nas células de MSC infectadas, com uma fraca
fluorescéncia citoplasmatica, comparado com o anticorpo policlonal (AcP), que teve uma
resposta melhor, com uma forte fluorescéncia citoplasmatica (Figura 7).

5.1.3 DOT-BLOT: SENSIBILIDADE NA DETECCAO DE ANTIGENO VIRAL

Na técnica de Dot-Blot, observou-se que os AcM A9, H9, G7, C7 e B9 detectaram o antigeno
viral de CAEV numa concentracdo de até 2,675 ug de proteinas totais, enquanto que o0 AcM
F12 teve uma sensibilidade menor detectando uma concentracdo de até 5,35 ug de proteinas
(Figura 8).

5.1.4 WESTERN-BLOT

A reatividade dos AcM com polipeptideos virais foi determinada pela técnica de Western-blot
e utilizou dois substratos virais: VP e AgV (Figura 9). Todos os AcM reconheceram epitopos
de proteinas virais em condices desnaturantes. Com o VP, todos os AcM reagiram
fortemente com a p28 (capsideo) e de forma fraca com o Pr 36°%9. Com o AgV, os AcM
reagiram fortemente com a p28, e com os Pr 36 9%, Pr 44 9%9 e Pr 53 9% precursores protéicos

de proteinas da capside, considerando a origem celular do material.
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Figura 7: Imunofluorescéncia Indireta (IFI). MSC infectadas com CAEV incubadas com os
AcM (H9, F12, B9, G7, C7 e A9) e com 0 AcP. Nas imagens, as setas indicam a fusdo celular

induzida pelo CAEV nas células.

* Controle (MSC)
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Figura 8: Dot-blot. Sensibilidade dos AcM na deteccdo do (1) AgV e (2) controle celular
(MSC). Na margem esquerda, estdo relacionados as concentracdes protéicas (segundo
Lowry) utilizadas para o ensaio.
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Figura 9: Identificacdo de polipeptideos do CAEV pelos AcM analisados por Western Blot.
Reatividade dos AcM com (1) AgV; (2) VP; (3) controle (MSC). Reatividade dos AcP. As

setas a direita indicam o PM das proteinas do virus reconhecidas pelos AcM.
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2.ALTERACOES NO EPITOPO DE RECONHECIMENTO DOS AcM

5.2.1 PADRAO ELETROFORETICO DAS PROTEINAS VIRAIS

Na figura 10 observa-se o padrdo eletroforético por SDS-PAGE das proteinas virais de
CAEV. O VP mostra um padréo eletroforético de proteinas com PM aproximados entre 97 e
38 Kd, com destaque para o grupo de proteinas p28, Pr36 %¢, Pr44%9 pr53 99 O AgV tem
um perfil similar a este padréo, diferente do que foi observado no controle (MSC). Por outro
lado, ao analisar o padréo eletroforético do AgV, e do antigeno ap6s os tratamentos realizados
com o SDS 0,1% (AgV-SDS) e com B-ME 1,2% (AgV- B -ME) (Linhas 2, 3 e 4), ndo h&
alteracdo no perfil protéico do virus. A exce¢do ocorre com a p28, que ndo € visualizada ap6s

o0 tratamento com o -ME.

5.2.2 WESTERN-BLOT

Os AcM foram avaliados ap6s o antigeno viral sofrer diferentes tratamentos através da técnica
de Western-blot (figura 11). No quadro 2 pode-se observar estas diferengas. Os AcM com o
AgV reagiram com as proteinas p28, Pr36%, Pr44 9%9, Pr53 99 mas também reagiram com a
p22. Da mesma forma, quando com o AgV-SDS, os AcM reagiram com as proteinas p22,
p28, Pr36 %, Pr53 %9 e fracamente com a Pr44%%9, Quando os AcM foram enfrentados AgV-
B-ME, estes reagiram com as proteinas p28, Pr44 99 e fracamente com a Pr53 %9,
demonstrando menor reatividade apds os tratamentos, principalmente com o B-ME. Quando o
AcP foi incubado com o AgV e AgV-SDS, ndo foram observadas diferencas entre o
reconhecimento das proteinas Pr53 929, Pr44 9% pr36 999 e p28. Na figura 11, observa-se o
resultado do soro de um animal naturalmente infectado (SC), enfrentado com AgV, onde
mostra-se a reatividade com a p28, Pr36 %9 | Pr44 99 e gp97 (glicoproteina TM). O
tratamento com SDS modifica o perfil da resposta, havendo reagdo para gp97 e p28.
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Quadro 2: Reatividade dos AcM ap0s alteragdes no epitopo de reconhecimento.

AcM
PROTEINA AgV AgV-SDS | AgV- p-ME
p22 + + +
p28 + + +
prageic + +
praahc + +- +
pr53°© + + +-

Os resultados foram expressos como:
(+) Forte reatividade;
(+/-) Baixa reatividade;

(-) Auséncia de reatividade.

5.2.3 ELISA INDIRETO

A reatividade dos AcM, com o antigeno viral apos sofrer diferentes tratamentos, foi
determinada através da técnica de ELISA Indireto. Observou-se uma reducdo estatisticamente
significativa na reatividade dos AcM F12, A9, C7, B9 e H9 quando enfrentados com AgV-
SDS e com 0 AgV- B -ME (p< 0,05). Quando comparado aos outros AcM, o G7 sofre uma
reducdo de reatividade nao significativa quando enfrentado com o AgV-SDS (p>0,05). Apo6s
0s tratamentos com o SDS e com o B-ME, todos AcM tiveram titulos de até 1:800 (ponto de
inflexdo da curva dose/resposta). Quando o AcP é testado, ndo h& grande reducdo no
reconhecimento do AgV e do AgV-SDS (p>0,05). Entretanto, quando o AcP é enfrentado

com o0 AgV- B -ME, o reconhecimento é afetado de forma significativa (p<0,05) (Figura 12).
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5.3. REACAO CRUZADA COM HIV-1 E HIV-2

Quando os AcM foram testados através da técnica de Western-blot (Kit comercial) para
observar a presenca de reacdo cruzada com proteinas de HIV-1 e HIV-2, nenhuma reatividade
foi observada, enquanto que, com o AcP, verificou-se o aparecimento de uma banda discreta
de 66Kd que, segundo a interpretacdo indicada pelo fabricante do kit, é referente a TR do

virus (dado ndo mostrado).
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Figura 10: Perfil eletroforético das proteinas do CAEV: SDS PAGE. Eletroforese em gel de

poliacrilamida em gradiente (5 -15%). Nas margens esquerdas estdo relacionados os PM das
proteinas virais.
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Figura 11: Western-blot: Reatividade de AcM com polipeptideos do CAEV apds
tratamentos que afetam a estrutura protéica. (A) AcM (F12); (B) AcP e (C) Soro Caprino.
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Figura 12: Determinacdo da reatividade dos AcM apos tratamentos que afetam a
estrutura protéica: ELISA Indireto. Os AcM foram diluidos (1) 1:10, (2) 1:40, (3) 1:80, (4)
1:160, (5) 1:800, (6) 1:1600, (7) 1:3200 e enfrentados com o0 AgV, AgV- SDS, AgV- B-ME .
* p<0,05
** n>0,05
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6. DISCUSSAO

Apo6s Kohler e Milstein desenvolverem a tecnologia da producdo dos AcM (KOHLER;
MILSTEIN, 1975), estes rapidamente se tornaram uma das ferramentas chaves da imunologia
(COLFOR; HALL, 1995; COOK; SELF, 1995). Neste estudo, AcM para CAEV foram
avaliados quanto as suas caracteristicas imunoldgicas e reatividade para a p28.

Os AcM analisados revelaram a presenca de um tipo especifico de imunoglobulina: IgG1 com
cadeia leve k. A presenca de apenas anticorpos de classe 1gG, deve-se possivelmente as
repetidas imunizagdes, jA que na resposta imune, inicialmente, h4 apenas a geracdo de
resposta caracterizada por uma expansao clonal relativamente limitada, com anticorpos IgM e
sem desenvolvimento de memoria. Entretanto, a reexposicdo ao mesmo antigeno leva a
inducdo de células B de memoria e conseqiiente mudanca de classe de Ig (de IgM para IgG,
IgA ou IgE) (resposta imune secundéria). (LADYMAN; RITTER, 1995).

AcM sdo muito utilizados pela sua especificidade para o epitopo a ser reconhecido, porém,
isto pode ser uma desvantagem em alguns ensaios. A sensibilidade depende, em parte, do
espectro de epitopos que o antigeno expde e da formacdo de um complexo antigeno-anticorpo
estavel. Esta estabilidade ¢ aumentada se o anticorpo é multivalente permitindo reacGes
entrecruzadas com a formacdo de complexos maiores. Um ensaio que depende desta
multivaléncia com formacdo dos complexos precipitantes é a imunodifusdo (MARGNI et al,
1996; PARKER, 1976). Neste caso a utilizacdo do teste colocou em evidéncia uma
caracteristica do AcM: a monovaléncia, ja que ndo houve a formacdo de complexo antigeno

anticorpo precipitante visivel, com uma linha de precipitacdo observada na agarose.

A monoespecificidade dos AcM ¢ de grande valor quando estes sdo enfrentados com uma
diversidade de proteinas, como ocorre com 0s substratos celulares. A especificidade da
deteccdo da proteina viral foi observada usando células de MSC infectadas,através da
Imunofluorescéncia Indireta. Provavelmente o reconhecimento por estes AcM de uma Unica
proteina viral: a p28, possa justificar a baixa reatividade. A p28 é inicialmente produzida na
forma de precursores intracelulares que, no momento do brotamento e maturagéo viral séo
clivados, dando origem ao capsideo viral, localizado entre o nucleocapsideo e as proteinas da
matriz viral (NARAYAN et al.,1997; GOFF, 2006; MURPHY et al., 1999). A localizacdo e
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processamento intracelular da p28, sem exposicdo em superficie, poderia justificar a menor

reatividade dos mesmos nesta técnica.

Ao melhorar a exposicdo dos epitopos protéicos, contribui-se para melhorar o reconhecimento
antigénico. As proteinas ao adotar uma conformacdo secundaria e/ou terciaria, muitas vezes
0s determinantes antigénicos ficam internos, minimizando a exposi¢do e 0 consequente acesso
a esse epitopo (KARUSH, 1978). A desnaturacdo protéica, combinada com a reducdo, poderia
expor aqueles epitopos ndo acessiveis. (CRUMPTON et al 1974). A reatividade para 0s
determinantes antigénicos, principalmente na p28, foi notavel quando a proteina sofreu
desnaturagdo. No Western-blot, todos os AcM reagiram fortemente com a proteina p28,
descrita para CAEV com PM entre 21Kd a 30Kd (SCHOBORG et al., 2002; CHEEVERS et
al., 1981; ADAMS et al., 1985; GOGOLEWSKI et al., 1985). Outras proteinas de 53Kd ,
44Kd e 36Kd também foram detectadas pelos AcM. A proteina de 53Kd pode corresponder
ao Pr55%9, precursor policistrénico da p28 (VIGNE et al.,1982; ROBEY et al., 1985;
HENDERSON et al., 1987), que é clivado rapidamente (CHEEVERS et al., 1988) em
fragmentos de Pr44 %9 e Pr36 99 , como acontece com outros retrovirus (BELOV et al.,1988;
VIGNE et al.,1982; ROBEY et al., 1985; HENDERSON et al., 1987). Sugere-se também que
a proteina de 33Kd encontrada representaria um estagio intermedidrio no processo de
maturacdo da particula do viral (BELOV et al.,1988).

Uma forma de estudar o epitopo protéico € através de modificacbes na sua estrutura de tal
forma de afetar a conformacao, integridade e/ou a exposi¢cdo do mesmo (FILHO et al, 1997;
ABASS et al, 2006). Foram aqui utilizados o SDS (ou NaDS) (TORRES, et al. 2009;
SIMARD, 2001) e o B-ME (HARITH et al 1995; ABASS et al. 2006) como agentes que
afetam a estrutura protéica. O SDS é um surfactante aniénico que se liga a proteinas
globulares por uma combinacdo de intera¢Ges idnicas e hidrofébicas, formando o complexo
proteina-surfactante. A parte lipofilica da molécula de SDS interage com as regides
hidrofobicas do interior das proteinas, causando a quebra da sua estrutrura secundaria e
terciaria. Tambeém as interacdes ionicas entre moléculas de SDS (anidnicas) e residuos de
aminoéacidos (catidnicos) contribuem para este processo. (VOLPE; PERLES,2005; FILHO;
VOLPE,1997; FILHO; VOLPE, 1994). O B-mercaptoetanol contém HS- (H3C-CH2-SH) e ¢é
utilizado para desnaturar proteinas que na sua estrutura possuem pontes dissulfeto (C-S-S-C-),
derivada do aminoacido Cisteina (Cys). O B-mercaptoetanol reage com estas ligacdes e as
reduz, formando -C-SH e HS-C, perdendo a estrutura secundaria e terciaria da proteina com
posterior desnaturacdo (HARITH et al 1995).
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Para observar os efeitos de tais alteragcdes na estrutura do epitopo e no reconhecimento pelos
AcM, o antigeno viral foi submetido a tratamentos com o SDS e com o B-ME. Ao utilizar um
ensaio onde o antigeno viral protéico é fracionado por eletroforese (Western-blot), teve um
bom reconhecimento do epitopo pelos AcM. Com o AgV-SDS, observou-se alteracdes com a
reatividade para a Pr44%9 portanto o determinante antigénico pode estar sendo afetado por
este tratamento. As perdas foram importantes nas proteinas Pr53 %9 e Pr36 9 quando os AcM
foram enfrentados com o AgV- B-ME. Possivelmente estes epitopos contém residuos ricos em
aminoacidos Cys e a clivagem nos locais com pontes dissulfeto alteraria a estrutura protéica
de tal forma que poderia estar interferindo na integridade do epitopo a ser reconhecido. As
perdas de reatividade ndo foram importantes quando o AcP foi utilizado com o AgV- SDS,
pois provavelmente a multivaléncia dos AcP, permite que sejam reconhecidos varios outros

epitopos ndo alterados ou pouco alterados pelos tratamentos.

Ao utilizar outro ensaio onde o antigeno viral é colocado na sua forma nativa (ELISA) sem
fracionamento protéico por eletroforese, o reconhecimento do epitopo ficou claramente
diminuido. A reatividade diminuida para o AgV-SDS e AgV-B-ME no ELISA foi
estatisticamente significante, o que mostra que a conformacéo nativa desse epitopo também
sofreu alteracdes suficientes para reduzir o reconhecimento pelos AcM. Comparadamente, o
AcP mostrou uma reducgéo significativa na reatividade unicamente com o AgV- p-ME.

Atraveés dos testes imunoquimicos propostos, conseguimos analisar os AcM e seu epitopo de
reconhecimento. Sugere-se que 0 determinante antigénico para todos os AcM esteja
localizado na proteina do capsidio (p28), compartilhado nos precursores protéicos desta
proteina. O reconhecimento antigénico do epitopo é favorecido pela desnaturacdo protéica o
que indica que € do tipo sequencial. Sua alteracdo com o AgV- B-ME, ficou claramente
demonstrada, o qual indicaria uma composicdo rica em residuos Cys. Estudos subsequentes
seriam necessarios para 0 conhecimento mais aprofundado das caracteristicas destes AcM

e/ou o seu epitopo de reconhecimento.
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7. CONCLUSOES
e A lIgGl, cadeia leve k ¢ a Ig predominante destes AcM .

e As Ig tiveram altos titulos e a auséncia de formacéo de complexos antigeno-anticorpos

precipitantes, sugere que os AcM apresentam atividade monovalente.
e A reatividade para a deteccdo de antigeno viral em células infectadas foi fraca.

e A reacdo positiva no Western-blot, sugere que todos os AcM reconhecem epitopos

lineares localizados na p28 e em precursores protéicos desta proteina.

e Modificacbes do epitopo apds tratamento com SDS de efeito surfactante na molécula,

leva a uma reducdo de reatividade.

e Modificagdes na estrutura do epitopo apds tratamento com B-ME, sugere que este

determinante antigenico € rico em residuos Cys.

e Os AcM ndo apresentaram reatividade cruzada com proteinas de HIV-1 e HIV-2
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APENDICE 1- RESULTADOS OBTIDOS PELA TECNICA ELISA DIRETO COM OS
AcM, UTILIZANDO COMO AgV E CONTROLE (MSC)

F12
Diluigio OD
17500 0,808
1/5000 0,308
1/50.000 | 0,442
1/100.000 | 0,235
1/200.000 | ,119
1/400.000 | 0,069
1/800.000 | 0,054
171,600,000 | 0,048
G7

Diluigio OD
17500 0.828
175000 0.875
1750000 | Q518
17100000 | 0,243
17200000 | Q115
1/300.000 | 0,073
1/800.000 | 0,060
1/1,600,000 | 0.060
EO

Diluigio oD
1/500 0.867
1/5000 0,874
1/50.000 0,541
1/100.000 | 0,226
1200000 | 0,148
1/100.000 | 0,088
1/800.000 | 0,078
1/1.600,000 | 0,060

AS
Dilwigio 0D
1/500 0,802
175000 0,825
1/50.000 0,612
1100000 | 0,245
1200000 | 0,206
1/400.000 | 0,086
1/800.000 | 0,062
1/1,600,000 | 0,053
C7

Diluigio oD
1/500 0,850
175000 0,833
1/50.000 0,447
1100000 | 0,263
1200000 | 0,160
1/400.000 | 0,080
1/800.000 | 0,060
1/1,600,000 | 0,058
HO

Diluigio oD
1/500 0,850
175000 0,867
1/50.000 0,543
1/100.000 | 0,190
17200000 | 0,113
17400000 | 0,093
1/800.000 | 0.076
1/1.600,000 | 0,071
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APENDICE 2- RESULTADOS OBTIDOS PELA TECNICA ELISA INDIRETO COM
OS AcM e AcP, UTILIZANDO AgV, AgV-SDS E CONTROLE (MSC).

| F12 | | c7

Diluigdo | S.Trat | T.SDS | T.2-ME | CN Diluigdo | S.Trat | T.SDS | T.2-ME [ CN
1/10 0,730 | 0,624 | 0,723 0,086 1/10 0,916 | 0,776 | 0,640 0,083
1/40 0,812 |0752 |0,757 0,061 1/40 0,897 |0728 |0637 0,067
1/80 0,863 |0728 [0732 0,061 1/80 0968 | 0674 |059 0,067
1/160 | 0,880 | 0,668 | 0,667 0,061 1/160 | 0,863 | 0,643 | 0,536 0,061
1/800 | 0,747 |0,389 |0,363 0,053 1/s00 | 0771 [o0417 |0323 0,058
1/1600 | 0,736 | 0,331 | 0,300 0,055 1/1600 | 0,749 |[0,371 | 0,260 0,060
1/3200 [ 0699 |0,295 |0,224 0,076 1/3200 | o648 [0,313 |0217 0,055
| A9 | | G7

Diluigdo | S.Trat | T.SDS | T.2-ME | CN Diluigdo | 5.Trat | T.SDS [ T.2-ME | CN
1/10 9,302 | 0,787 | 0,712 0,204 1/10 0,761 | 0,725 | 0,589 0,123
1/40 9,880 | 0,780 | 0,777 | 9,116 1/40 0,734 | 0,655 | 0,601 0,090
1/80 9,856 | 0,763 | 0,698 9,084 1/80 0,785 | 0,671 | 0,598 0,068
1/160 | 0921 | 0,714 | 0,628 0,076 1/160 | 0,773 | 0,712 | 0641 0,105
1/800 | 0,853 | 0,508 | 0424 | 0,056 1/800 |0,672 | 0507 [0448 | 0,064
1/1600 | 0,778 | 0,438 | 0,365 0,063 1/1600 | 0,619 | 0,516 | 0,293 0,066
1/3200 | 0,704 | 0,388 | 0,273 0,058 1/3200 [0,607 [0436 [0217 | 0,066

B3 | ] H9
Diluicdo | S.Trat | T.SDS | T.2-ME | CN Diluigo | S.Trat | T.SDS | T.2-ME | CN
1/10 0,721 0,626 0,276 0,082 1/10 0,795 0,676 0,650 0,119
1/40 0790 [0634 [0546 [0064 | [1/a0 0,800 | 0,624 | 059 | 0,076
1/80 0977 |0595 |0512  [0,058 1/80 0758 | 0,591 |0544 | 0,070
1/160 0,833 | 0,555 |0.424 0,058 1/160 0,779 | 0,640 | 0,528 0,067
1/800 0,733 | 0,367 | 0,253 0,059 1/800 0,668 | 0420 |0,391 0,049
1/1600 0,641 | 0,317 | 0,208 0,054 1/1600 0,607 | 0,394 | 0,309 0,064
1/3200 0,493 0,244 0,189 0,058 1/3200 0,545 0,352 0,252 0,069
SH

Diluigio | S.Trat | T.sDs | T.2-ME [ CN

1/10 0837 |o0874 [0798 0,867

1/40 0825 |o0853 [0714 0,858

1/80 0846 [ 0877 |o0692 0,867

1/260 | 0,853 | 0,876 | 0,610 0,879

1/800 |0,853 | 0829 |[o0,338 0,375

1/1600 | 0,867 | 0,804 | 0,204 0,298

1/3200 [ 0837 | 0677 [o108 0,204
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APENDICE 3- COLHEITA DAS ARTICULACAO INTERCARPIAL DOS
MEMBROS ANTERIORES DE CABRITOS PARA A PRODUCAO DE CULTIVOS
CELULARES DE MSC.




APENDICE 4- OBTENGCAO DE CULTIVOS CELULARES DE MSC
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