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RESUMO

Em primeiro lugar procede a um levantamento dos principais estudos sobre proteinas
recombinantes e experimentos de vacinas contra o CAEV e outros lentivirus.
Secundariamente visa a produzir uma proteina recombinante do virus da artrite encefalite
caprina com potencial antigénico para ser utilizado como antigeno em testes diagndsticos
sorologicos em sistema de expressdo bacteriana e em plasmideo, No tocante ao primeiro
objetivo, foi realizada uma revisdo de literatura das pesquisas nos dltimos dez anos (1998-
2008) referente as vacinas contra lentivirus animal. No que concerne a producdo da proteina
recombinante do CAEV, foi realizada uma andlise do gene do CAEV para determinar qual a
regido do gene gag codificava para a p28 do virus. A regido considerada foi dos nucleotideos
971-1606 do CAEV Cork. Os oligos foram desenhados desde o inicio e final da sequéncia (20
e 21pb). Foi realizada a ligagdo do gene da p28 do gag em plasmideo pUC19 e depois uma
subclonagem em pET32b. Realizaram-se o sequenciamento de ambas as construgdes e a
purificacdo por cromatografia de afinidade. Procedeu-se a PCR de coldnia e a extragdo de
plasmideos por lise alcalina. A melhor condicdo de expressdo da proteina recombinante foi
testada a 37°C e temperatura ambiente, utilizando como indutor o isopropil B-D-1-
thiogalactopiranosidase (IPTG) nas concentracdes de 0,5, 1 e 3mM. Para verificar o resultado
da expressdo, as proteinas foram analisadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida. Para
avaliar o seu potencial antigénico, foi efetuado o western blot, utilizando como antigeno a
proteina recombinante, e como anticorpo primdrio o soro de animal soropositivo. O
sequenciamento confirmou a correta inser¢do do fragmento do gene da p28 nos dois
plasmideos, os quais apresentaram uma banda de 636 pb apds a PCR na eletroforese em gel
de agarose. A bactéria E. coli expressou a proteina em diversas condi¢des. A 37°C a bactéria
expressou a proteina em menores intensidades e na concentragdo a 0,5 mM de IPTG, ndo
houve expressdo. A temperatura ambiente, em todas as concentragdes, a proteina foi expressa,
sendo que a 1 mM de IPTG apresentou maior intensidade. Com base nos resultados,
considerou-se a melhor condicdo de expressdo da proteina p28 recombinante em E.coli BL21
o tratamento de 1 mM de IPTG a temperatura ambiente. Ao analisar o potencial antigénico da
proteina recombinante no western blot, essa reagiu com o soro positivo, apresentando forte
banda caracteristica de peso moleular 28 kDa. Conclui-se que houve a producédo da proteina
p28 do CAEV recombinante pela bactéria e essa apresenta um potencial antigé€nico que

provavelmente podera ser utilizado como antigeno em testes diagndsticos.

Palavras -chaves: Lentivirus. Expressao de p28. Clonagem. Western Blot. Antigenicidade
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ABSTRACT

The present study had two objectives, first to survey the main studies on recombinant proteins
and vaccine experiments against CAEV and other lentivirus and second, to produce a
recombinant protein from the Caprine Arthritis Encelhalitis virus with antigenic potential for
use as antigen in serological diagnoses in a bacterial and plasmid expression system.
Regarding the first objective the research of the last ten years (1998-2008) was revised in the
literature regarding vaccines against animal lentivirus. Regarding the production of CAEV
recombinant protein, the CAEV gene was analyzed to determine which region of the gag gene
codified for the virus p28. The region considered was of the 971-1606 nucleotide of the
CAEV Cork deposited in the gene bank. The primers were designed from the start of the
sequence (20bp) and the end of the sequence (21bp). The p 28 gene was linked to the gag in
pUC19 plasmid and then subcloned in pET32b. Both the constructions were sequenced and
purified by affinity chromatography. PCR was performed on the colony and the plasmids
extracted by alkaline lysis. The best expression condition of the recombinant protein was
tested at 37°C and room temperature, using isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as
inductor at the concentrations of 0.5, 1 and 3 mM. To verify the result of the expression, the
proteins were analyzed by electrophoresis in polyacrylamide gel. Western blot was
performed to assess their antigenic potential using the recombinant protein as antigen and the
serum from a proven positive animal as primary antibody. Sequencing confirmed the correct
insertion of the p28 gene fragment in the two plasmids, which presented a band of 636 bp
after PCR in electrphorosis in agarose gel. The E. coli bacteria expressed the protein under
various conditions. At 37°C the bacteria expressed the protein at lower intensities and there
was no expression at the 0.5 mM IPTG concentration. The protein was expressed at room
temperature at all the concentrations and at 1 mM IPTG the protein presented greater
intensity. Based on the results the treatment of 1 mM IPTG and room temperature was
considered the best expression condition of the p28 recombinant protein in E. coli BL21.
When analysing the antigenic potential of the recombinant protein in western blot it reacted
with the positive goat serum and presented a strong band characteristic of 28 kDa molecular
weight. It was concluded that the CAEV p28 recombinant protein was produced by the
bacteria and it presented an antigenic potential that could probably be used as antigen in

diagnostic tests.

Key words: Lentivirus. p28 expression. Cloning. Western blot. Antigenicity
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1 INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro, atualmente, detém 91,36% do rebanho caprino nacional,
composto por 8,6 milhdes de animais (IBGE, 2008). Apesar deste efetivo expressivo, a
produgdo de caprinos nesta regido € limitada por indmeras falhas no manejo alimentar,
reprodutivo e sanitdrio, além de faltar escrituracdo zootécnica e haver diagndstico tardio de
diversas doengas, cuja maioria ndo € controlada de maneira apropriada. A demora no
diagnéstico dessas enfermidades geralmente induz ao comprometimento do desempenho
produtivo do rebanho, além de acarretar perdas econdmicas significativas para os
caprinocultores, tais como diminui¢cdo da produgdo lactea e do periodo de lactacdo, bem como
da perda de peso ocasionada pela dificuldade de locomocgao, redugdo do peso ao nascer e da
taxa de crescimento e morte (PINHEIRO et al., 2003).

Dentre essas enfermidades que comprometem o desempenho produtivo e reprodutivo,
pode-se destacar a artrite-encefalite caprina (do inglés CAE - Caprine Arthritis-Encephalitis),
uma infecc¢do viral multissistémica, incurdvel, de carater cronico — debilitante e especifica de
caprinos, que afeta articulacdes, glandula mamadria, pulmdes e, em animais jovens, o sistema
nervoso central. A CAE € causada por um retrovirus pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Lentivirinae, género Lentivirus e acomete caprinos de todas as ragas, idades e
sexos (CORK et al., 1974). Foi reconhecida clinicamente, pela primeira vez, na Suica, em
1959, (STUNZI et al., 1964), sendo que os principais sintomas clinicos sdo: artrite, encefalite,
pneumonia e mastite. A sintomatologia nervosa, ou seja, a encefalite, ocorre em cabritos, o
que leva a quadros de ataxia secunddria e paresia. A articular é a mais comum e se manifesta
essencialmente nos adultos (RUSSO, 1984), bem como a forma pulmonar e maméaria. Muitos
animais infectados ndo apresentam sintomatologia clinica, porém permanecem SOropositivos
durante toda a sua existéncia (CUTLIP et al., 1992).

Niao existe tratamento nem vacina para a CAE e a unica forma de evitar sua
transmissdo € estabelecer medidas de controle e prevencdo da doenca. A maneira mais efetiva
de controlar a infec¢do consiste em se proceder & remoc¢do dos animais infectados e
interromper a difusdo do agente. As medidas sanitdrias adotadas para o controle e a
erradicacao da infec¢do pelo CAEV estdo diretamente relacionadas com o tamanho, o tipo de
exploragcdo, o manejo e o grau de infec¢do dos rebanhos. Ademais, incluem medidas, como
aplicagd@o de testes sorologicos sensiveis e especificos a serem realizados semestralmente em

todos os caprinos, entre outras.
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O principal teste diagndstico da CAE é a imunodifusdo em gel de agarose (IDGA)
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE), que apresenta elevada
especificidade, identificando os animais realmente positivos, porém apresenta muitos
resultados falso negativos, principalmente em inicio de infec¢do. Essa baixa sensibilidade
decorre dos tipos de antigenos utilizados nesse teste, os quais, na maioria dos casos, sdo de
virus completo.

Essa técnica se fundamenta na difusdao do anticorpo (Ac) e do antigeno (Ag) em uma
base semissolida contendo gel de dgar e eletrdlitos. Quando o Ac e o Ag se encontram em
concentragdes equivalentes, interagem e precipitam, formando imunocomplexos estdveis que
podem ser visualizados como bandas de precipitagdo (ROITT et al, 1998). Esse teste
apresenta como desvantagem o fato de sé detectar altos niveis de imunoglobulinas nos
individuos, o que promove a permanéncia de falso negativos no rebanho caprino (TIGRE et
al., 2006; ANDRIOLI et al., 2006c). Além disto, a detec¢do pelo anticorpo depende do
antigeno utilizado (KNOWLES J UNIOR et al.,1994).

Um resultado negativo no IDGA ndo descarta uma possivel infeccdo, pois pode
ocorrer uma demora significativa entre a infec¢do e a producio de anticorpos, como também
pode acontecer que em alguns caprinos acometidos exista expressao insuficiente do virus para
ocasionar uma resposta humoral (MCGUIRE et al., 1990; HANSON et al., 1996).

O CAEV apresenta um estutura gendmica composta pelos genes estruturais gag, pol e
env, e pelos genes acessorios fat, rev e vif. Os genes estruturais sdo responsaveis pela
produgdo de proteinas da matriz e do capsideo (gag), das enzimas (pol) e das glicoproteinas
do envelope (env).

As principais proteinas estruturais do CAEV consistem dos componentes internos p28,
pl9 e pl6 e da glicoproteina de superficie, a gp135. Todas sdo antigenicamente relacionadas
com as proteinas estruturais andlogas da Maedi-Visna (GOGOLEWSKI et al., 1985). Em sua
maioria, os animais, quando infectados, fazem anticorpos para o polipeptideo p28 e esses
anticorpos sao usados para o diagnéstico sorolégico da patologia.

Com base na premissa que a p28 € a principal proteina para a qual os animais
produzem anticorpos, é que se busca produzir essa proteina recombinante, na tentativa de
aumentar a sensibilidade e especificidade dos testes diagndsticos soroldogicos, bem como
futuramente testd-la com uma possivel vacina. Este trabalho € parte de projeto aprovado pelo
Banco do Nordeste (BNB) Producdo de Vacina Quimérica contra Lentivirus de Pequenos
Ruminantes- assentido também pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Estadual do Ceard (UECE) (Anexo 1).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Virus da artrite encefalite caprina

2.1.1 Classificacdo

O CAEV € um virus RNA pertencente a familia Retroviridae e subfamilia Lentivirinae
a qual alberga o género Lentivirus, do qual fazem parte, além do CAEV, o Maedi-Visna virus
(MVYV), os virus das imunodeficiéncias felina (FIV), bovina (BIV), simia (SIV) e humana
(HIV-1, HIV-2), o virus da anemia infecciosa equina (AIEV) (HAASE, 1986; CLEMENTS;
PAYNE, 1994) e o virus da doenca de jembrana (JDV) (BURKALA et al., 1998).

O CAEV replica-se lentamente, produzindo sincicios e lise em culturas primdrias de
células de membrana sinovial de caprinos (MSC). Esse € alvo de variacdo antigénica e induz
pouca ou inexpressiva producdo de anticorpos neutralizantes pelo hospedeiro. O protétipo € o

virus CAEV cepa Cork (ZINK; JONHSON, 1994).

2.1.2 Morfologia e estrutura génica

O CAEV, como os demais lentivirus, sdo particulas esféricas, envelopadas com
aproximadamente 100 nm de didmetro, nicleo conico e denso, no qual estdo inseridas
moléculas idénticas de RNA fita simples, uma molécula de transcriptase reversa dependente
de Mg”** e proteinas do nucleocapsideo (GONDA et al., 1986). O envelope estd associado
covalentemente com as glicoproteinas transmembrandrias (TM) e de superficie (SU). Outra
estrutura presente na particula viral € a matriz que esta situada entre o capsideo e o envelope

(PEPIN et al., 1998). (Figura 1).
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FIGURA 1 - Representacio esquemdtica do CAEV (BORDERIAS, 2004).

O envelope viral é constituido pelo produto do gene env, o qual codifica glicoproteinas
(gp) de superficie e transmembranar, que, por sua vez, atuam na penetracdo do virus na célula.
O niticleo é constituido por produtos do gene gag, que originam as proteinas do nuclecapsideo
e matriz, enquanto o gene pol € responsavel pela sintese de proteinas com fungdes enzimaticas
envolvidas no processo de replicacdo viral, como as proteases, transcriptase reversa e

integrase (JOAG; STEPHENS; NARAYAN, 1996). (Figura 2).
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FIGURA 2 - Representacdo esquemadtica da estrutura génica do provirus de CAEV. LTR —
long terminal repeat. Adaptado de Bouzar et al. (2003).

Os genes vif, tat e rev codificam as proteinas regulatérias Vif, Tat e Rev,

respectivamente. A proteina Vif estd associada a infectividade viral e ao controle da producdo
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das particulas virais infecciosas, ao passo que as proteinas Tat e Rev abrangem a regulagdo da
expressao viral (CLEMENTS; PAYNE, 1994).

Os genes gag e pol mostram-se os mais conservados, enquanto o gene env ¢é
heterogéneo, em razdo mutagdes pontuais estabelecidades durante a replicacdo dos acidos
nucléicos dos retrovirus. As proteinas de regulag@o estdo ausentes da particula viral e somente

sdo traduzidas durante a replicacdo viral (NARAYAN; CLEMENTS, 1989).

2.1.3 Replicacdo

O ciclo de replicagdo do CAEV pode ser dividido em duas etapas principais: infeccio
e expressdo. A fase de infec¢do dd origem ao provirus e a fase de expressdo resulta na
produgdo do RNA viral e formagdo de virions (GONDA, 1994). O ciclo de replicagdo do
CAEV consiste, resumidamente, na ligacdo do virus pelas glicoproteinas do seu envelope aos
receptores da superficie celular; fusdo do envelope a membrana celular; liberagio do RNA
viral no citoplasma da célula, onde ¢ transcrito em DNA por a¢do enzimatica da transcriptase
reversa; transito do DNA pro-viral para o nicleo da célula parasitada; integracdo desse DNA
em sitios, mais ou menos aleatérios, do DNA celular por meio da enzima integrase, para a
formacdo do provirus; sintese do RNA viral pela RNA polimerase II celular, utilizando o
provirus como molde; transcricdo do genoma em RNA-mensageiros (RNAm); sintese das
proteinas virais; montagem; constru¢do do capsideo e brotamento do virus (COFFIN, 1996;
PERTURSON; ANDRESDOTIR; ANDRESSON, 1992).

O provirus, uma vez integrado, é estidvel, ndo existindo evidéncia de qualquer
mecanismo para remog¢do dos provirus do DNA celular, transposi¢io direta dele para outro
sitio ou replicacdo independente (COFFIN, 1996). A integracio do DNA proviral ao DNA
celular ndo é essencial a replicacdo dos lentivirus, mas é fundamental para a persisténcia da

infecgao (HAASE, 1986).

2.1.4 Infectividade celular

O CAEV in vivo replica-se em células do sistema monocitico-fagocitario, sendo os
macréfagos preferencialmente infectados (NARAYAN; CLEMENTS, 1989; BRODIE;
PEARSON; ZINK, 1995). Tem-se observado a infec¢do ndo produtiva em linfécitos (ZINK;
JOHNSON, 1994), bem como a presenga do RNA viral em células endoteliais, epiteliais,
fibroblasticas e do plexo cordide (ZINK; YAGER; MYERS, 1990; BRODIE; PEARSON;
ZINK, 1995; TEIXEIRA et al., 1997).
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2.1.5 Heterogeneidade Genética

Os lentivirus apresentam elevada taxa de mutacdo, alcangando valores de 0,5 a 1
genoma por ciclo de replicagdo, que é acumulado e auxilia a rdpida evolugdo desse grupo de
virus (CASTRO, 1998). Coffin (1996) e Preston; Doughenty (1996) relataram que essas
mutagdes decorrem, geralmente, de erros nas polimerizagcdes durante o ciclo de replicacdo
lentiviral, mediante substitui¢cdes de bases, arranjo genético, recombinacio e hipermutagdes.
A principal responsdvel pela ocorréncia de erros é a transcriptase reversa (TR) que, ao
contrario das polimerases celulares, apresenta baixa fidelidade, gragas, a auséncia da acdo 3’ —
5’ exonuclease necessdria as corre¢des de erros surgidos durante a polimerizacgao celular.

De acordo com a nomenclatura proposta recentemente, baseada nas sequéncias gag e
pol, o CAEV, juntamente com o MVYV, passaram a ser denominados lentivirus de pequenos
ruminantes (LVPR), sendo classificados em quatro grupos equidistantes, de A a D (SHAH et
al., 2004). O grupo A pode ser subdividido em sete subtipos A1-A7, dentre os quais o subtipo
Al € designado como virus Maedi-Visna por ser genético e geograficamente heterogéneo,
enquanto o grupo B se refere ao tipo CAEV e compreende apenas dois subtipos distintos- B1
e B2. Os grupos C e D séo representados por poucos isolados e reconhecidos apenas pela
sequéncia pol (SHAH et al., 2004). Dois novos subtipos foram alocados ao genétipo A- 0s

subtipos A8- encontrados em cabras, e A9, em caprinos e ovinos (GREGO et al, 2007).

2.1.6 Antigenicidade

Os lentivirus CAEV e MVV apresentam-se relacionados imunologicamente, visto que
um soro caprino infectado com CAEV precipitou proteinas e glicoproteinas dos dois virus,
apesar do perfil eletroforético dos virus diferir significativamente, com excecdo da proteina do
capsideo, que apresentou peso molecular de 28 Kda para a CAEV e 27 KDa para o MVV
(DAHLBERG; GASKIN; PERK, 1981).

Estudos de McGuire (1987) e Marcom et al. (1991) confirmaram que entre o CAEV e
0 MVYV existe no minimo um epitopo em comum em cada uma das suas proteinas estruturais.
A despeito disto, € também sabido que ambas as viroses t€m a capacidade para apresentar
variagdo antigénica significativa e que dentro do mesmo animal infectado pode existir mais de

uma cepa viral ao mesmo tempo (ELLIS;WILCOX;ROBINSON, 1987).

2.1.7 Resposta Imune
A resposta imune de um animal contra uma infec¢do virica pode ser tanto do tipo

natural (inespecifica) quanto adquirida (especifica). A resposta imune natural, mediada por
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citocinas e células, inicia-se poucas horas ap6s a infeccdo. Embora seja ineficaz para prevenir
a infeccdo viral, seu papel é de enorme importincia no controle da intensidade da infeccdo até
que o organismo comece a produzir elementos especificos de defesa, o que demanda entre
cinco e sete dias. Os principais mecanismos da resposta imune natural consistem no bloqueio
a infeccdo de novas células, inibicdo da replicag¢do do virus dentro das células e eliminagdo de
células infectadas (MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001).

Os virus da familia Retroviridae podem persistir no hospedeiro durante toda a vida do
animal, mesmo que esse manifeste resposta imune. Esse perfil de persisténcia resulta da
capacidade do virus de inserir cOpias do seu genoma nos cromossomos das células
hospedeiras e produzir a enzima denominada transcriptase reversa, que transcreve o genoma
(RNA para DNA), mas nio corrige seus proprios erros. Esse processo promove o surgimento,
a cada ciclo, das quasiespécies, individuos com discretas diferencas genéticas (FLORES,
2007).

A inflamag@o cronica das articulagcdes parece ser mediada pelo depdsito de
imunocomplexos, pois ha evidéncia de uma relacdo direta entre o titulo de anticorpos contra a
proteina do envelope viral e a severidade das lesdes articulares. A resposta imune humoral em
caprinos infectados s6 pode ser detectada tardiamente apds a infeccdo. Além disso, ja foi
demonstrada resisténcia a doenga por animais portadores de certos haplétipos de complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) (RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

O virus persiste no animal, apesar da resposta imune humoral e celular. Em que, a
maioria, os animais infectados permanecem assintoméaticos por anos. Portanto, a identificagio
dos portadores dos virus no rebanho pode basear-se na deteccdo de anticorpos especificos
para CAEV. A resposta humoral contra as proteinas virais produzidas pelos genes gag e env
aparece, inicialmente, apds infec¢do natural e experimental, e varia muito de acordo com o
curso da doenca. Tem-se observado que os anticorpos direcionados contra p25, pl6 e pl4
desaparecerem em estddios tardios da doenca (FEVEREIRO; BARROS; FAGULHA, 1999).

Anticorpos humorais sdo ordinariamente detectados entre dois a trés meses da
inoculacdo de amplas doses de virus Maedi - Visna e esses podem ser recuperados de
leucécitos sanguineos, apesar do aparecimento de anticorpos neutralizantes (SIHVONEN,
1981). Enquanto isso, os anticorpos neutralizantes sdo produzidos em quantidades limitadas,
tardiamente e s@o de baixa afinidade, de modo que ndo impedem o ciclo de replicacdo viral
(KENNEDY - STOSKOPF; NARAYAN, 1986; BERTONI et al., 1994).

Tizard (1998) assevera que a resposta imune contra os virus pode ser observada de

duas formas principais: contra as proprias proteinas do virus, principalmente as do capsideo e
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do envelope, como no caso do MVV, ou pelo impedimento a infec¢do da célula - alvo pelo
virus. Esse impedimento a infec¢@o celular pode ocorrer mediante o bloqueio da adsor¢éo de
um virus recobrindo a célula-alvo, iniciando a virdlise mediada pelo complemento, causando
agrupamento dos virus, reduzindo assim o nimero de unidades infectantes disponiveis, ou
pelo estimulo da fagocitose dos virus pelos macréfagos.

Um propésito da resposta imune celular mediada é lisar as células que expressam
antigenos estranhos na superficie, nesse caso, macréfagos. Pouco se sabe da capacidade dos
macrdfagos infectados com CAEV ou MVV de agirem como apresentadores de antigeno, mas
a proporcao de macréfagos infectados nos tecidos é normalmente baixa, sugerindo que a lise
imunomediada de macréfagos infectados ndo suprime diretamente a resposta imune (ZINK;
JOHNSON, 1994).

A habilidade para replicar em macréfagos e a dependéncia de replicagdo viral na
maturacdo celular sdo os fatores - chaves na patogénese de doencas causadas pelos lentivirus
de ovinos e caprinos. Os macréfagos sdo células de vida longa que derivam de pré-mondcitos
na medula dssea, circulam como mondcitos no sangue e sio distribuidos para todos os tecidos
do corpo, onde sdo maturados e diferenciados em macréfagos teciduais. Pré-mondcitos
infectados latentemente podem ser detectados na medula Ossea de animais infectados
experimentalmente logo apds inoculagio e durante todo o curso da doenca (ZINK;
JOHNSON, 1994).

Em decorréncia de a replicacdo viral ser maturagdo dependente, essas células imaturas
da linhagem macréfago podem permanecer persistentemente infectadas por longos periodos
Na auséncia de expressdo de antigeno viral, o sistema imune do hospedeiro € incapaz de
detectar o virus. A medula éssea entdo age como um reservatorio de virus, liberando de forma
continua e persistente mondcitos infectados para o sangue periférico, os quais sdo distribuidos
por todo o corpo. Quando as células maturam no tecido, a expressdo génica viral € regulada e
o antigeno viral € entdo exibido para o sistema imune do hospedeiro (ZINK; JOHNSON,
1994).

Jan et al. (2000) verificaram, in vitro, que as células endoteliais vasculares infectadas
apresentam capacidade de ligacdo aos leucdcitos duas vezes maior do que as células nio
infectadas e que elas mantém a expressdo de marcadores, aumentam, inicialmente, a
expressdo de antigeno MHC- I e, posteriormente, MHC — II. Tais eventos podem contribuir
para a distribuicdo de células linféides nos tecidos e demonstrar a ocorréncia da resposta

imune local na infec¢do do CAEV.
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2.1.8 Epidemiologia

O CAEV foi isolado de caprinos em 1980, embora a artrite-encefalite caprina (CAE)
tenha sido descrita pela primeira vez na década de 1970, nos EUA (CORK, 1974). A partir de
entdo, essa enfermidade se distribuiu mundialmente. Com isso, diversas técnicas soroldgicas
sdao empregadas, com o objetivo de realizar um levantamento epidemioldgico, para se ter
conhecimento da prevaléncia ou da ocorréncia do virus da CAE (PINHEIRO, 2001).

No Brasil, em estudos realizados na regidio Nordeste, a ocorréncia de caprinos
soropositivos para 0 CAEV no Ceard foi de 40,73% (MELO; FRANKE, 1997). Em outro
estudo nesse mesmo Estado, foi verificada uma prevaléncia da infeccdo pelo CAEV de 1%
(40/ 4019) e, quando os caprinos soropositivos foram agrupados em faixas etdrias, observou-
se que aqueles com mais de trés anos representaram 32,5% dos animais soropositivos; os de
dois a trés anos representaram 25%; de um ano e meio a dois anos, 15%; de um ano a um ano
e meio, 20% e, de seis meses a um ano, 7,5% (PINHEIRO; GOUVEIA; ALVES, 2001).
Avaliando somente os reprodutores caprinos desse Estado, Pinheiro; Gouveia; Andrioli,
(1999) verificaram 13,20% de soropositividade e alertaram para o fato de que a contaminagdo
do rebanho nativo estava ocorrendo por meio da compra de machos melhorados, que
apresentavam anticorpos para o virus da CAE, mas que ndo tinham confirmacio diagndstica
para a CAE. Caminha et al, (2008) realizaram o levantamento sorolégico por IDGA, de
CAEV, na regido metropolitana do Ceard e encontraram 16 (12,8%) positivos entre os 125
caprinos testados.

Nos outros estados da regido Nordeste, a prevaléncia encontrada foi de 13,40%; 0,73%
e 26,1% na Bahia (ALMEIDA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006; TIGRE et al., 2006), de
4,4% e 2,5% no Piaui (PINHEIRO et al., 1996; BATISTA et al., 2004), de 2,2% e 8,2% na
Paraiba (CASTRO et al., 2002; BANDEIRA et al., 2008), de 11,0% no Rio Grande do Norte
(SILVA et al., 2005), de 50,6% no Maranhdo (ALVES; PINHEIRO, 1997), de 17,7% ¢ 3,9%
em Pernambuco (CASTRO et al.,, 1994; CASTRO et al., 2002) e de 4,25% em Sergipe
(MELO et al., 2003).

Silva, et al. (2005) analisaram amostras de soro caprino no Estado do Rio Grande do
Norte, verificando na ocasifo que, do total dos 184 animais testados, 2,71 % foram positivos.
Em Pernambuco, Oliveira et al. (2006), analisando amostras de soro caprino, provenientes de
abatedouros, notificaram o fato de que 3,8% eram positivos a CAEV.

Nos estados da regido Sudeste do Brasil, a ocorréncia de animais com CAE observada
em Sdo Paulo foi de 43,01% e 34,93% (LEITE et al., 2004; MADUREIRA; GOMES, 2007),
em Minas Gerais de 33,3% e 23,6% (ASSIS; GOUVEIA, 1994; GOUVEIA et al., 1998),
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Espirito Santo de 47,5% (GOUVEIA et al., 1998) e no Rio de Janeiro de 29,7%; 21,0% e
10,6% (ASSIS; GOUVEIA, 1994; CUNHA; NASCIMENTO, 1995; GOUVEIA et al., 1998).

Na regido Sul do Brasil a prevaléncia encontrada no Parand foi de 28,2%
(SOTOMAYOR; MILCZEWSKI, 1997). No Rio Grande do Sul, de 6,0% (MOOIJEN et al.,
1986) e em Santa Catarina de 6,72% (SELL, 2000). Em estados de outras regides brasileiras
como, Goids, a prevaléncia relatada foi de 10,0% (GOUVEIA et al., 1998) e no Parad de
40,0% (RAMOS et al., 1996).

2.1.9 Sinais Clinicos

O periodo de incubagdo da CAE ¢ varidvel, podendo se estender por vérios anos. O
aparecimento da manifestacdo clinica da doenca e a producdo de patologia significativa
induzida pelo virus podem ocorrer meses ou anos apds a infeccdo (NARAYAN;
CLEMENTS, 1989). A manifestacdo sintomatolégica da CAE pode ser dividida em quatro
aspectos clinicos principais, podendo ocorrer de forma isolada ou simultinea, incluindo
artrite, encefalite, mamite e pneumonia (FRANKE, 1998).

A CAE também compromete o estado geral dos animais infectados. A infec¢do tem
longa incubagio e a doenca evolucdo cronica, com instalacdo progressiva das lesdes, sendo,

na maioria dos casos, manifesta em animais adultos (CASTRO, 1998).

2.1.10 Diagnéstico clinico

Observam-se as manifestacdes da sintomatologia como pneumonia, artrite, mamite ou
encefalite, dados epidemiolégicos e manejo dos animais, porém, o diagnéstico de CAE s6 é

confirmado com testes laboratoriais (PINHEIRO, 2001).

2.1.11 Diagnéstico laboratorial

Muitos fatores influenciam no diagndstico sorolégico de caprinos infectados com
CAEV, incluindo a variagdo no tempo relativo ao inicio da infeccdo, especificidade da
proteina viral dos anticorpos do soro e sua quantidade, efeitos da cepa viral e diferengas
baseadas nos hospedeiros com relagcdo a resposta imunolégica para infeccdo (DeMARTINI et
al., 1999).

As caracteristicas da relacdo hospedeiro-lentivirus que afetam a detec¢do em caprinos
infectados incluem: heterogeneidade viral, mutacdo em animais infectados, bem como baixos

niveis de replicagdo viral in vivo. Os caprinos infectados podem ser detectados com base na
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presenga de anticorpos antivirais no soro, pela deteccdo de proteinas ou do acido nucléico,
além do isolamento viral (DeMARTINI et al., 1999).

Essa enfermidade pode ser diagnosticada por varios métodos, sendo o principal a
imunodifusdo em gel de agarose, que é o teste recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saide Animal (OIE). Existe também o ELISA, o Western Blot, a imunofluorescéncia indireta,
o isolamento do virus por cultivo celular, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), a imuno-
histoquimica e a microscopia eletronica, porém esses procedimentos sdo mais empregados nas

pesquisas cientificas (DANTAS, et al, 2008).

2.1.11.1 Isolamento viral

O isolamento viral em cultivo celular € a principal técnica utilizada para o diagnéstico
da maioria das infec¢des virais. Baseia-se na capacidade de demonstrar a propagacdo dos
virus em cultura de células, mediante observagao de alteragdes morfofisioldgicas apresentadas
pela monocamada celular, o chamado efeito citopatico (CPE). Essa técnica € aplicavel ao
diagnéstico de quase todas as viroses de interesse veterindrio inclusive CAE, capaz de
detectar quantidades minimas de virus, sendo considerado um teste padrdo de diagndstico em
virologia. Existem, no entanto, algumas restricdes, uma vez que é demorada, dispendiosa,
necessita da implantacdo de cultivos celulares especiais e, além disso, é incapaz de detectar
virus que ndo causem efeito citopatico (KNOWLES, 1997).

Geralmente, o CAEV pode ser isolado de animais vivos pelo cocultivo de células,

como leucocitos do sangue periférico, células somaticas de leite ou células de membrana

sinovial caprina (MSC) (PINHEIRO, 2001).

2.1.11.2 Reagdo em cadeia de polimerase (PCR)

Virios trabalhos demonstram com sucesso o uso da técnica de PCR na deteccdo do
DNA proviral do CAEV. A PCR permite a identificacdo por amplificacdo direta de parte do
dcido nucléico viral especifica de fluidos e tecidos de um animal infectado (PINHEIRO,
2001). Esta técnica ¢ mas bem empregada em associacdo com métodos soroldgicos em
programas de controle avancados.

A detec¢do de infecgdo por CAEV mediante PCR € indicativa de uma infeccdo
persistente e € dependente da quantidade amplificada da sequéncia- alvo e da especificidade
do primer. Essa técnica, entretanto, podera ser utilizada em programas de erradicacio, quando
identificar os animais ndo diagnosticados por sorologia. Em virtude do alto custo e dos

resultados discordantes entre testes soroldgicos e PCR, sugere-se que a PCR seja empregada
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para esclarecer resultados soroldgicos indeterminados ou negativos (KNOWLES, 1997;

RIET-CORREA, 2001).

2.1.11.3. Imunodifusdo em gel de agarose (IDGA)

Recomendado pela OIE, por ser de féicil aplicabilidade e ndo exigir equipamentos nem
instalacdes sofisticadas, o IDGA € a forma diagndstica mais utilizada em todo o mundo,
principalmente em programas de controle da doenca (MOOIJEN et al., 1986). O IDGA tem
alta especificidade, caracteristica essa que o credencia a ser empregado como padrdao no
diagnostico 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 ap0s a infec¢do. Os
autores indicam ainda que esse teste se mostrou mais sensivel do que o teste de fixacdo do
complemento e, ao ser comparado com o ELISA, mostrou resultados bastante
correlacionados. Vale salientar que, ao se empregar o ELISA, a infec¢do pode ser identificada
de moda mais precoce, até sete semanas apds o periodo de incubacgdo. Esse fato foi
confirmado por Larsen; Hyllseth; Krogsrud, (1982), ao avaliarem caprinos experimentalmente
infectados, afirmando a presenga de anticorpos precipitantes, os quais podiam ser detectados
de maneira mais precoce e com maior intensidade do que na fixa¢do do complemento.

O teste IDGA pode ser utilizado para a detec¢do de anticorpos anti-CAEV tanto no
soro sanguineo quanto no colostro de animais infectados, e a presenca de anticorpos no

colostro pode ser utilizada na deteccio da infec¢do no rebanho (ALKAN; TAN, 1998).

2.1.11.4 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto

Nesse teste utilizam-se duas IgG, uma para reconhecer o antigeno e outra (anti-IgG)
produzida em diferentes espécies de animal que reconhece a primeira IgG, com a qual se
ligarda (ALMEIDA; LIMA, 2001).

E um ensaio amplamente utilizado para a deteccdo e/ou quantificacio de anticorpos
em amostras de soro, com destaque em estudos soroepidemioldgicos. A especificidade dessa
prova é garantida principalmente pela qualidade do antigeno adsorvido a placa (MADRUGA;
ARAUIJO; SOARES, 2001).

Virios métodos de ELISA indiretos usando virus inteiro, proteinas do capsideo
CAEV ou recombinante tém sido descritos (REYBURN et al.,, 1992; CAREY; ROY;
DALZIEL,1993; DANTAS et al, 2008). Esse teste permite a detec¢do de estirpes de um
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mesmo virus que, embora sejam sorologicamente relacionadas, apresentam maior variagdo

entre si (ALMEIDA; LIMA, 2001).

2.1.11.5 Western blotting ou imunoblotting

E uma técnica imunoenzimatica de deteccio de proteinas, foi largamente empregada
em estudos bioquimicos e imunoldgicos, e, com o advento das técnicas de Biologia
Molecular, tal método € aplicado como ferramenta valiosa nos estudos de expressdo génica.
As andlises de Western blot sdo deveras uteis na identificacdo e quantificacdo de proteinas
especificas, em uma mistura complexa de proteinas, com a vantagem de ndo se empregar

qualquer marcacao radioativa (REGITANO; COUTINHO, 2001).

2.1.12. Prevencgdo e controle

Até o presente, ndo existe tratamento nem vacina contra CAEV. Com isso, o controle
dessa lentivirose é muito dificil, devendo-se impedir a entrada de animais infectados no
plantel e fazer exames periddicos do rebanho, para que os animais doentes possam ser
identificados e separados dos sadios, ou mesmo eliminados do rebanho (CASTRO, 1998).

Quando a prevaléncia for maior do que 30%, sugere-se a formagdo de um rebanho de
animais negativos separado dos positivos, de modo a estabelecer o saneamento da propriedade
mediante um rigoroso manejo sanitirio de ambos os grupos e da gradativa eliminagdo do
grupo dos animais infectados (FRANKE, 1998). Nos plantéis suspeitos ou sabidamente
positivos, devem-se separar os cabritos imediatamente apds o nascimento, evitando ao
maximo seu contato com as secregdes da mae; administrar colostro de cabras soronegativas
por IDGA, tratado a 56 °c por 60 min, ou mesmo de vaca; alimentar os cabritos com leite de
vaca ou leite de cabras pasteurizado; testar os cabritos a cada seis meses e separar 0s positivos
(CASTRO, 1998).

Apesar da inexisténcia de tratamento, Aradjo (2008), estudando a atividade antiviral
de inibidores da enzima transcriptase reversa (lamivudina, estavudina, zidovudina e
efavirens), observou que estes inibiram in vifro a replicacio dos LVPR, enquanto os
inibidores da enzima protease ndo impediram a multiplicacdo dos LVPR. Nesse mesmo
trabalho, o autor avaliou a atividade antiviral dos extratos, tanto do cinamomo (Melia
azedarach L.).quando do nim (Azadirachta indica A. Juss),e verificou que estes inibiram in
vitro a replicacdo dos virus da artrite encefalite caprina e da Maedi-Visna.

O desenvolvimento de uma vacina é um processo longo e dispendioso. Vérias vacinas

ja foram e estdo sendo testadas contra os LVPR, porém nenhuma apresentou uma protecao
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eficaz contra eles embora algumas tenham apresentado produgéo de anticorpos precipitantes e
neutralizantes.

Cultip et al, (1987), utilizando um virus inativado por calor, formalina com ou sem
adjuvante incompleto de Freund e adjuvante de hidréxido de aluminio para vacinar ovinos,
observaram que os ovinos produziram anticorpos precipitantes contra o virus, os quais nao
protegeram contra a infec¢do quando desafiado com o MVV vivo.

Niao obstante, experimentos de vacinacdo com o virus da imunodeficiéncia simia
(SIV) atenuado t€m mostrado reduzir a carga viral e atrasar a progressao da infeccio para a
doenca clinica (WYAND et al, 1996). Resultados similares sdao relatados com virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) (PISTELLO et al, 2003).

Pertusson et al (2005) utilizando clone do virus MVV atenuado por via intratraqueal
observaram em dois dos ovinos vacinados que os anticorpos neutralizantes foram especificos
para o virus vacinado, mas ndo neutralizaram o virus do desafio, apesar da grande
similaridade genética de ambos os virus.

Caprinos Saanen foram imunizados com glicoproteina de superficie gp 135 purificada
de isolado 79-63 (CAEV-63), e avaliados para a produgdo de anticorpos neutralizantes
homologos e a ocorréncia de reagdo cruzada. Os anticorpos neutralizantes CAEV-63 foram
detectados em todos os animais apds sete imunizagdes com gp 135 em adjuvante Quil A.
Além disso, o soro de trés dos quatro testados neutralizou um isolado do CAEV,,; todavia, o
soro de um dos caprinos ndo manifestou neutralizacdo para o CAEV,, heterdlogo, porém
inibiu um CAEV,, neutralizado por outro soro. Em suma, o estudo demonstrou que a vacina
de subunidades da glicoproteina desse lentivirus pode induzir resposta humoral neutralizante

cruzada em caprinos (KEMP et al., 2000).
2.2 Proteina p 28

As proteinas estruturais principais do CAEV consistem dos componentes internos
P28, pl9 e p16 e a glicoproteina de superficie gp135, todas antigenicamente relacionadas com

as proteinas estruturais andlogas do Maedi-Visna virus (GOGOLEWSKI et al., 1985).

As proteinas do ntcleo do virion codificadas pelo gene gag s@o formadas pela
clivagem do precursor 55K M; com viérios polipeptideos intermedidrios, enquanto a
glicoproteina de superficie gp 135 codificada pelo gene env foi formada pela modificagio

pos-traducional da glicosilagdo do precursor de 150K (CHEEVERS et al., 1988).



33

O gene gag é traduzido em uma poliproteina precursosa Pr55%*¢ que, apds clivagem
pela protease viral, d4 origem as proteinas do capsideo (CA ou p28), do nucleocapsideo (NC
ou pl6) e da matriz (M ou p19). A proteina do capsideo € a mais abundante e forma o nicleo
hidrofébico no virion. Esta relacionada com uma forte resposta imune humoral durante a
infec¢do e, desta forma, é¢ uma proteina importante na produgdo de testes diagnosticos (JOAG;
STEPHENS; NARAYAN, 1996; PEPIN et al., 1998). Dentro do virus, a proteina da matriz
estd localizada entre o envelope viral e o capsideo, sendo a responsavel pela associacdo da

proteina Pr55%* com a membrana celular durante a replicacido (COSTA, 2004).

A p28 é a maior nucleoproteina do CAEV para o qual a maioria dos animais
infectados com o lentivirus caprino faz anticorpos para essa proteina (CRAWFORD et al.,

1980; ROBERSON et al., 1982).
2.3 Tecnologia do DNA recombinante

A clonagem do DNA facilita o isolamento e a manipula¢do dos fragmentos do genoma
de um organismo, replicando-os independentemente como parte de um vetor autdnomo

(TURNER et al., 2004).

De acordo com Burns; Bottino (1991), o processo geral baseia-se em trés enfoques
experimentais principais: producdo de fragmentos de DNA de fontes diferentes que
contenham as seqiiéncias génicas de interesse; reunido desses segmentos em uma molécula de
DNA capaz de se replicar, normalmente, um plasmideo bacteriano e; transformacao de células
bacterianas com a molécula recombinante, de modo que elas se repliquem e entdo se

expressem.

Proteina recombinante é uma proteina codificada por um gene (ou um DNA
recombinante) que tenha sido clonado em um sistema que permite a transcricdo do gene em

RNA mensageiro e a tradu¢do do RNAm resultante em proteina (CREIGHTON, 1999).

As aplicacOes das proteinas recombinantes sdo imunizagdo, andlise tridimensional de
proteinas, uso terapéutico e biotecnolégico. Para a producdo de proteinas recombinantes,
utiliza-se a clonagem de genes em vetores de expressdo apropriados que estejam sob o
controle de promotores. Essa expressdo de gene recombinante, porém, depende de fatores
como Otimos sinais de expressdo, enovelamento correto da proteina e as caracteristicas do

crescimento celular (SCHUMANN; FERREIRA, 2004).
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2.3.1 Vetores

Um vetor de clonagem é um replicante no qual se pode inserir uma sequéncia
nucleotidica (DNA exdgeno ou insercdo), para efetuar seu isolamento e amplificacdo. Esse
tem a vantagem de poder se replicar em uma bactéria, levando a uma multiplicacdo da
sequéncia de DNA de interesse. Existem varios tipos de vetores, como plasmideos, fagos,
cosmideos, cromossomos artificiais de bactérias ou BAC e de cromossomos artificiais de
leveduras ou YAC, entre outros. A escolha deles depende do tamanho do inserto a ser

manipulado bem como dos objetivos da pesquisa (VERNEUIL, 2006).

Plasmideos sdo pequenas moléculas de DNA dupla fita, contendo os elementos
necessarios para a sua replicacdo e pelo menos um gene que confere resisténcia a antibidtico.
Estes elementos genéticos extracromossomais variam de 5 a 400 kilobases. Os plasmideos
presentes num grande nimero de copias sdo usados como veiculos de clonagem, desde que

capacitem a amplificagdo do segmento do DNA neles clonado (NASCIMENTO et al., 2003).

O plasmideo de expressdo requer elementos que garantam altos niveis de expressdo da
proteina recombinante. O promotor € posicionado aproximadamente de 10 a 100 pares de
base upstream do sitio de ligagdo do ribossomo (RBS) e estd sob o controle de um gene
regulatério, o qual pode estar presente no proprio vetor ou integrado no cromossomo do

hospedeiro (MAKRIDES, 1996).

Dentre os plasmideos, existem varios tipos, que, dependendo do objetivo, podem ser
utilizados. Para a expressdo de proteinas sem fusdo em Escherichia coli, ha vérios, sendo os
mais referidos os da série pET (plasmid for expression by T7 RNA polimerase), cuja
expressdo estd sob o controle do promotor de transcricdo f /0 e dos sinais de iniciagdo de
traducdo s/0 da proteina do gene 10 (a principal proteina do capsideo) do bacteriéfago T7. A
grande vantagem deste vetor é que ele é transcrito pela T7 RNA polimerase, a qual € muito
seletiva e ativa, sendo capaz de elongar cadeia de RNA aproximadamente cinco vezes mais
rapido do que a RNA polimerase de E. coli. Alguns vetores da série pET (Figura 3)
apresentam o promotor T7-lac, colocando a expressdo da proteina sob o controle lac e
reduzindo, portanto, o background de expressao da proteina -alvo na auséncia de isopropyl [3-

D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (NASCIMENTO et al., 2003; LaVALLIE et al., 1993).
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Figura 3. Representacdo do mapa do plasmideo pET 32a (http://www.merck-
chemicals.com.br/life-science-research/pet-32b%2B-dna/EMD_BIO-
69016/p 2tOb.s10kacAAAEjWhI9.zLX).

Mais de 40 tipos diferentes de pET sdo comercializados. O sistema inclui promotores
hibridos, sitios multiplos de clonagem para a incorporagdo de sitios diferentes de clivagem de
proteases, juntamente com um elevado niimero de modificacdes genéticas para diferentes
propésitos de expressdo. A expressdo requer uma cepa hospedeira lisogénica por um
fragmento do fago DE3, codificando a polimerase RNA T7, sobre o controle do IPTG, para
induzir o promotor lacUVS (SORENSEN; MORTENSEN, 2005).

Os plasmideos, da série pUC, contém uma versdo construida do gene lacZ, que tem
vérios sitios da enzima de restri¢do dentro da primeira parte da regido codificante do gene
(Figura 4). Essa regidao é conhecida como sitio de clonagem multipla (MCS). A inser¢do do
DNA-alvo em qualquer um desses sitios, ou entre qualquer parte, inativa o gene LacZ’, forma
coldnia branca. Os vetores pUCI18 and pUC19 sdao pequenos, nimero de cOpias maior e
plasmideo de E. coli, com um tamanho de 2686 bp (YANISCH-PERRON; VIEIRA;
MESSING, 1985).
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Figura 4. Mapa do plasmideo pUC18/19

(http://www.fermentas.com/techinfo/nucleicacids/mappuc1819.htm)

O sistema de vetores pGEM -T e pGEM-T easy (Figura 5) facilita a clonagem de
produtos da PCR por ser vetores lineares que t€m uma extensdo de timidina na extremidade
3’. Essas timidinas terminais sdo complementres aos residuos de adenosinas adicionadas ao

produto da dupla fita de DNA por muitas polimerases (FRACKMAN; KEPHART, 1999).
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(http://www.promega.com/figures/popup.asp?fn=1473va)

Existem também os bacteri6fagos, virus que infectam bactérias, também usados como
vetores em E. coli. Por exemplo, o fago A pode ser usado para clonar fragmentos maiores do
que os vetores plasmidiais e o fago M 13 permite que o DNA clonado seja isolado sob a forma
unifilamentar. Foram criados vetores mais especializados para usar aspectos dos plasmidicos
e bacteridfagos, tais como os hibridos plasmidio-bacteriofagos A conhecidos como cosmideos

(MOREIRA; MENDES, 1998; TURNER et al., 2004).
2.3.2 Hospedeiros.

A E. coli é um dos hospedeiros mais utilizados para a obtencao de proteina heterdloga
em quantidade suficiente para o estudo da sua estrutura e fungdo ou para aplicagdes clinicas
ou industriais. E hoje disseminado e constitui um marco na histéria do conhecimento de
estrutura de proteinas (NASCIMENTO et al., 2003; BANEYS, 1999).

As muitas vantagens da E. coli € ser um valioso hospedeiro eficiente, de baixo custo e
com uma producdo de alto nivel de proteinas heterélogas, bem como o fato de existir um
vasto conhecimento da Genética e Fisiologia desta, por, apresentar uma diversidade de
vetores de clonagem, ser de fécil controle da expressdo génica e exibir um fécil crescimento
em elevadas produgdes. E as desvantagens como sistema de expressdo incluem a incapacidade
de fazer modificacdes pds-traducionais encontradas em proteinas eucaridticas; a falta de um

mecanismo de secre¢do para a liberac@o eficiente da proteina em um meio de cultura; e a
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limitada habilidade de facilitar a formacdo de pontes dissulfeto (HANNIG; MAKRIDES,
1998).

E. coli BL21 é a bactéria mais utilizada para expressdo de proteinas heterdlogas, pois é
deficiente nas proteases lon e ompT, evitando, assim, a degradag@o proteolitica da proteina
recombinante por essas proteases da E. coli. A bactéria BL21(DE3) é uma linhagem
lisogénica muito utilizada no sistema pET de expressdo. Ela é obtida pela infec¢do da E. coli
BL21 pelo fago DE3, um derivado do fago _, que contém clonado o gene da T7 RNA
polimerase sob controle do promotor LacUVS5. E capaz de produzir T7 RNA polimerase,
quando o promotor lacUVS5 for induzido com IPTG adicionado ao meio de cultura. A T7
RNA polimerase produzida transcreve o DNA clonado no vetor pET, produzindo grandes
quantidades de mRNA, e entdo utilizado pela bactéria para produzir grandes quantidades da
proteina recombinante (NAKAGHI, 2008).

No campo da pesquisa aplicada, a levedura Saccharomyces cerevisiae
(Meyen ex E.C. Hansen) logo se destacou como um interessante candidato para a expressio
de genes heterdlogos de interesse biotecnoldgico. Embora a bactéria Escherichia coli ( T.
Escherich, 1885) represente uns dos mais poderosos sistemas de expressao heterdloga, vérias
proteinas eucaridticas de interesse comercial ndo puderam ser expressas eficientemente nesse
microrganismo. Entre as razdes para esses insucessos se pode mencionar: conformacio
incorreta, auséncia de modificacdes poés-traducionais e baixos niveis de expressdo. Alguns
desses problemas puderam ser resolvidos quando as mesmas proteinas foram expressas em .
cerevisiae (TORRES; MORAES, 2009).

Ao longo das tultimas duas décadas, outras leveduras t€ém sido apresentadas como
sistemas alternativos de expressao por apresentarem vantagens sobre S. cerevisiae. Entre esses
novos sistemas, destaca-se Pichia pastoris
(Guillierm.) Phaff 1956, uma levedura metilotréfica, ou seja, que é capaz de crescer em meio
de cultura contendo metanol como unica fonte de carbono (CREGG et al., 1985; CREGG;
VEDVICK; RASCHKE, 1993)

A levedura P. pastoris apresenta duas caracteristicas que a tornam uma atraente
hospedeira para a producdo de proteinas heterélogas. A primeira é o forte promotor usado

para transcrever genes heterélogos, o qual é derivado do gene do dlcool oxidase (AOX1) de P.
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pastoris. Esse promotor é regulado transcricionalmente por metanol, um indutor relativamente
barato (CREGG et al., 1987).

Para a producéo de proteinas, o plasmideo recombinante deve ser transferido para uma
cepa de E.coli que contém uma cépia cromossomal do gene para T7 RNA polimerase, nio
ocorrente nos hospedeiros para clonagem (figura 6). Os hospedeiros de expressdo sao células
infectadas de bacteriéfago DE3, um derivado lambda que tem a regido imune do fago 21 e
carreia um fragmento de DNA contendo o gene Lacl, o promotor LacUVS5 e o gene para a T7

RNA polimerase (figura 7) (NOVY et al., 2001; STUDIER; MOFFAT, 1986).

lac
repressor
|

Figura 6 Descricdo dos componentes do hospedeiro para clonagem (NOVAGEN,
2005).
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Figura 7. Descricdo dos componentes do hospedeiro para expressio (NOVAGEN,
2005).
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3 JUSTIFICATIVA

A artrite encefalite caprina € uma doencga contagiosa, que pode causar sintomas como
mamite, pneumonia, artrite e encefalite em animais jovens. Nenhuma de suas formas é
curdvel. O contdgio acontece principalmente pela ingestdo de colostro ou leite contaminados,
ou contato prolongado entre animais, via secre¢cdes. Essa enfermidade ja é considerada uma
das prioridades do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) para
erradicacdo no Brasil, entretanto ainda ndo existe um programa regulamentado, o que dificulta
o controle da doenga.

Apesar de ndo haver normas oficiais para o controle do CAEV, existem as resolucdes,
como a 65/94 e 66/94 do MERCOSUL, que obrigam os paises- membros do bloco a
certificar-se, em caso de exportagdo e importacdo de ovinos e caprinos, de que o pais de
origem dos animais seja livre de MVV e CAEV por pelo menos trés anos. Esses preceitos
sanitdrios enfatizam a importincia econdmica do controle e da erradicacdo dessas
enfermidades.

O crescente aumento dos prejuizos econdmicos dos produtores, a precariedade no
repasse de informacdes e disponibilizacdo de métodos diagndsticos complementares ao teste
sorologico de IDGA para deteccdo precoce de animais positivos sdo entraves a eliminagdo da
CAE.

Outro grande obsticulo é a auséncia de tratamento ou de vacinas eficazes e
disponiveis no mercado para CAEV, o que implica a eliminac¢do dos animais positivos. Para o
controle da CAE, faz-se necessdria a realizag@o periddica de testes nos rebanhos estabelecidos
precocemente, além do isolamento ou descarte dos animais soropositivos e a separacdo dos

filhotes ao nascimento, impedindo a ingestdo do colostro e leite de fémeas contaminadas.

A CAE atua negativamente na produtividade do rebanho, uma vez que reduz em 5,6%
o peso dos cabritos ao nascer, em 23,7% da taxa de crescimento antes e de 72,1% desta taxa
depois do desmame (GREENWOOD, 1995). Além dessas reducdes, os reprodutores
infectados com o CAEV que apresentam graves problemas articulares se tornam incapazes de
realizar a monta natural, sendo descartados do rebanho (PINHEIRO; GOUVEIA;
ANDRIOLLI, 1999).

O virus da artrite-encefalite caprina pdde contribuir no comprometimento de
parametros reprodutivos de rebanhos caprinos, principalmente na taxa de infertilidade,

servigos por concepgao e peso vivo das crias ao nascer (BRITO, 2009).
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Nesse sentido, em fungdo das grandes perdas de animais pela doenga; e da auséncia de
cura, bem como considerando ser a vacinagdo uma excelente forma de prevencdo, os
pesquisadores investem em estudos que propiciem o desenvolvimento de testes diagndsticos
de acuricia e na produgéo de vacinas contra 0 CAEV e outros lentivirus.

As vacinas e os métodos dos diagndsticos sao ferramentas indispensdveis a prevencao
da maioria das doencas que acomete os rebanhos. Atualmente, a tecnologia abalizada pela
Biologia Molecular fornece solugdes promissoras capazes de conferir precisdo e rapidez a
muitos procedimentos de rotina.

Dessa forma, os avancos na Biotecnologia, durante a tltima década, proporcionaram a
sua utiliza¢do no diagnodstico e prevengdo da infec¢do de variados microorganismos. Como
resultado, novas pesquisas, que visam ao desenvolvimento de uma vacina eficaz contra os
lentivirus caprinos, vém crescendo. Para isso, vdrias estratégias sdo aplicadas, como, por
exemplo, proteinas recombinantes, quimeras, subunidades virais entre outras.

A tecnologia do DNA recombinante € uma das ferramentas mais utilizada na Biologia
Molecular, uma vez que permite a producdo de proteinas recombinantes para diversas
funcdes, entre as quais, o estudo do potencial imunogénico da proteina. Faz-se necessario
selecionar, no entanto, um vetor de clonagem e expressdo adequado, bem como o hospedeiro
apropriado para expressar a proteina.

A proteina mais utilizada como antigenos nos kits diagndstico é a p28 do CAEV,
produzida pelo gene gag, e apresenta um potencial imunodominante, além de ser encontrada e
conservada entre os diferentes isolados do virus, assumindo, com efeito, um importante papel
no diagndstico e desenvolvimento de imundgenos contra a CAE.

O diagnéstico do CAEV é baseado principalmente em testes soroldgicos. O mais
aplicado ¢ a IDGA. O antigeno empregado para o diagndstico soroldgico por IDGA é
composto pelas proteinas estruturais p28 e gpl35. O IDGA pode determinar resultados
falsonegativos, por ser um teste com alta especificidade e baixa sensibilidade. A produgdo de
uma proteina recombinante, contudo, poderd aumentar a sensibilidade do teste.

Com base nessas premissas, foi realizada a produgédo da proteina p28 recombinante do
CAEV, a qual foi expressa em bactérias com a finalidade de avaliar seu potencial antigénico a
ser utilizada como antigeno para testes diagnodsticos, tais como IDGA, ELISA ou Western

blot.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

A proteina p28 recombinante conserva epitopos imunoreagentes, sendo reconhecida

pelos anticorpos padroes do CAEV.
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S OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver uma proteina recombinante p28 do CAEV para andlise do seu potencial

antigénico.

Relatar as principais pesquisas de vacinas contra lentivirus animal.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a clonagem do gene da p28 em plasmideo pUC19 e pET32b;
-promover a expressdo da p28 recombinante em E.coli BL21;
- analisar diferentes protocolos de expressdo para a proteina p28; e

- verificar a antigenicidade da proteina recombinante no western blot



45

6 CAPITULO I

Vacinas contra lentivirus animais

Animal Lentivirus Vaccines

Periodico: Ciéncia Animal (Submetido em Junho de 2008 e Aceito em Outubro de 2009)
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Resumo

Vacina € uma preparagdo de antigenos capaz de induzir resposta imunoldgica especifica no
hospedeiro. Por isso as vacinas sdo ferramentas importantes na prevenc¢ao de doengas. Os
lentivirus causam enfermidades infecto-contagiosas importantes nos animais (bovinos,
felinos, primatas, caprinos, ovinos e eqiiinos) devidos causar grandes prejuizos econdmicos.
Considerando que o controle dessas lentiviroses € feito somente por barreiras sanitdrias € nao
existe tratamento, a busca por vacinas eficazes contra qualquer uma delas é um passo
importante, principalmente para a descoberta da vacina contra o HIV. Com base nessa
premissa, testam-se vacinas de subunidade, de vetores recombinantes, de DNA, e de vetores
de plantas. O potencial para o desenvolvimento de vacinas no século XXI tem sido um
sucesso, principalmente no que tange ao avanco das vacinas contra lentivirus animais que
serdo de grande valia em todo mundo, em especial no setor agropecudrio, favorecendo sobre

maneira o comércio de animais. Essa revisdo teve por objetivo apresentar os principais
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resultados das vacinas produzidas e testadas contra os lentivirus animais nos dltimos dez

anos.

Palavras Chaves: vacina, lentivirus, imunizacio

Abstract

Vaccine is a preparation of antigens used to induce specific immune response in the host, and
this are therefore important tools in disease prevention. The Lentivirus cause important
infectious contagious diseases in animals (cattle, cats, primates, goats, sheep and horses)
causing major economic losses. Considering that lentiviroses are controlled only by health
barriers and no treatment, the search for effective vaccines against any of them is an important
step, especially for the discovery of a vaccine against HIV. Therefore, vaccines of the type
subunit, recombinant vectors, DNA, and plant vectors were tested. The potential for vaccine
development in the XXI century has been successful, mainly regarding the advance with
vaccines against animal lentivirus that will be of great value throughout the world, especially
the farming sector, thus favoring animal commerce. The objective of this review was to report

the results of vaccines constructed and tested against animal lentivirus in the last ten years.

Key words: vaccine, lentivirus, immunization

Introducdo

As lentiviroses sdo enfermidades infecto-contagiosas, causadas pelos virus das
imunodeficiéncias felina (FIV), bovina (BIV), simia (SIV) e humana (HIV), pelos virus da
anemia infecciosa eqiiina (AIEV), da artrite encefalite caprina (CAEV), do Maedi-Visna
(MVV) e pelo virus da doenca de Jembrana (JDV). Esses virus acometem naturalmente
felinos, bovinos (Bos taurus), primatas, humanos, eqiiideos, caprinos, ovinos e bovinos (Bos

Jjavanicus), respectivamente (HAASE, 1986).
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Cabe destacar a ndo existéncia de tratamento eficaz ou vacina para as lentiviroses em
funcdo da alta taxa de mutacdo dos agentes, bem como, pela peculiaridade do seu
mecanismo de persisténcia através do qual os patégenos tornam-se capazes de escapar da

resposta imune do hospedeiro (BOGERS et al., 2000).

Virias sdo as pesquisas com vacinas contra os lentivirus, sendo o FIV e o SIV os
mais estudados devido a utiliza¢do desses como modelo experimental para o estudo do HIV.
As vacinas apresentam-se como as melhores formas de prevengdo contra as diversas
doencas, sendo constante a busca por uma vacina eficaz e segura contra os lentivirus, com a
prerrogativa de minorar perdas econdmicas € de animais de elevado valor zootécnico.
Portanto essa revisdo tem por objetivo apresentar os principais resultados das vacinas

produzidas e testadas contra os lentivirus nos tltimos dez anos.

2 Vacinas: uma visdo geral
Vacina € um material imunogénico capaz de estimular a imunidade em animais sem
induzir qualquer doenga. Vacinas podem ser baseadas em microrganismos mortos ou

atenuados, toxinas alteradas ou virus (SMITH, 2000).

O uso de vacinas de forma mais ampla foi introduzido a partir do inicio do século
passado e contribuiu de forma inequivoca para a reducdo da incidéncia das doengas
infecciosas. Nas duas ultimas décadas, o rdpido progresso das pesquisas, em particular nas
dreas da imunologia e da biologia molecular, langou as bases de um desenvolvimento sem
precedentes para a implementacdo de novas vacinas e de novas estratégias de vacinacdo em
todo mundo. O desenvolvimento de vacinas depende fundamentalmente do conhecimento dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos em resposta as infecgdes, bem como dos mecanismos

de patogénese das infeccdoes (SCHATZMAYR, 2003).
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A produgdo de uma vacina leva anos até chegar a comercializa¢do, nesse processo
inclui as etapas de documentdrio, viabilidade, pré-desenvolvimento, desenvolvimento,
registro e comercializacdo. Vale salientar que cada etapa dessas é composta de sub-etapas que

demandam muito tempo (Tabela 1).

A primeira interagdo entre o patégeno e o hospedeiro ocorre nas mucosas e células
epiteliais, que representa a primeira barreira contra os microrganismos, dificultando ou
impedindo a adesdo dos agentes a superficie das células epiteliais de revestimento

(BORASCHI et al., 2003).

Existe uma forte evidéncia sugerindo que a resposta celular T virus especifico mostra-
se crucial para o controle da infeccdo cronica persistente causada pelos lentivirus

(KLENERMAN & HILL, 2005).

Além da resposta celular, a resisténcia as infec¢gdes virais depende da formacao, pelo
organismo, de resposta imune humoral (anticorpos ou imunoglobulinas) aos antigenos
presentes na superficie dos virus ou na superficie das células por eles infectadas. As respostas
imune celular e humoral impedem que os virus penetrem em novas células do organismo ou

conduzem a destrui¢c@o de células ja infectadas (SCHATZMAYR, 2003).

Existem duas categorias de vacinas, as vacinas replicativas e a ndo-replicativas. As
vacinas replicativas contém o virus vidvel e por isso, proporcionam a replicacdo do agente no
organismo hospedeiro, resultando na amplificagdo viral e no aumento da quantidade de
antigeno que € apresentada ao sistema imunolégico. As vacinas replicativas podem ser virus

patogénicos, virus heterolégos, virus atenuados e vetores virais (FLORES, 2007).

As vacinas nao-replicativas (sem virus vivo) ndo contém o agente viral e, por isso, sdo
mais seguras do que as vacinas com virus replicativo, pois nio oferecem a possibilidade de

reversdo a viruléncia e de causar doenga. Incluem-se nessa categoria as vacinas inativadas,
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subunidades, proteinas recombinantes, vacinas de peptideos sintéticos, vacinas DNA e RNA

(FLORES, 2007).

A decisio estratégica para desenvolvimento de uma vacina viva, subunidade, inativada
ou DNA deve ser baseada na patogé€nese, imunobiologia e epidemiologia da infeccdo ou

doenca (ELLIS, 2001).

As vacinas atenuadas tiveram como trabalho pioneiro aquele desenvolvido por Jenner,
no século XVIII, o qual utilizou material obtido de lesdes de pele de animais para realizar a
imunizacdo contra a variola. [Entre as desvantagens das vacinas vivas, destaca-se o
desenvolvimento potencial de efeitos adversos que surgem no momento da multiplicagdo no
hospedeiro, seja por fatores individuais, seja por uma reversdo genética da amostra vacinal,

tornando-a mais virulenta (SCHATZMAYR, 2003).

Tradicionalmente, as vacinas atenuadas eram feitas por passagens repetidas do agente
infeccioso em cultura tissular ou em animais hospedeiros até que sua viruléncia fosse
atenuada, porém sua imunogenicidade era mantida. Alternativamente, ao cultivo celular,
agentes quimicos como a formalina foram usados para destruir a infectividade. Mais
recentemente, parte de um agente infeccioso, usualmente um antigeno de superficie, passou a

ser empregado como vacina de subunidade (ADA, 2001).

Antigenos virais e bacterianos tém sido produzidos em plantas transgénicas. O
antigeno de superficie da hepatite B, a enterotoxina da Escherichia coli, a glicoproteina do
virus da raiva, que tém sido produzidos em plantas transgénica induzem a producdo de IgG
com especificidade antigénica apds a administragdo oral em ratos. Uma vantagem potencial
desse caminho inclui seu baixo custo e a habilidade de propiciar uma vacinacio
simplesmente pela ingestdo de uma parte selecionada (folha, fruto ou etc que contenha o

virus de interesse) da planta transgénica pelo animal (HAMMOND,J. et al., 1999).
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O uso de peptideos como vacinas t€m muitas vantagens, mas, por outro lado,
apresenta algumas desvantagens. As vantagens incluem o fato do produto ser quimicamente
definido, estdvel, seguro e conter apenas epitopos importantes para células B e T. As
desvantagens manifestam-se na dificuldade em mimetizar a conformacéo tridimensional dos
antigenos encontrados em muitos virus, pelo fato dos epitopos de célula B reconhecidas
pelos anticorpos neutralizantes serem por vezes seqiiéncias descontinuas e pela
suscetibilidade dos peptideos a protedlise. Assim, vdrias administracdes, usualmente com

adjuvantes, podem ser necessdrias (ADA, 2001).

As vacinas de subunidades s3o freqlientemente produzidas a partir do uso de
tecnologia de DNA recombinante. Essas vacinas apresentam um poder imunogénico maior
devido a utilizar partes especificas dos microrganismos que oferecem um potencial

imunogénico.

Vacina DNA € composta por moléculas de DNA que contém o gene da proteina contra
a qual se deseja produzir resposta imunoldgica. Um importante atributo dessa vacina é a
apresentacdo antigénica via moléculas de MHC de classe I e classe II, o que mimetiza o
processo resultante de uma infec¢do natural, ativando linfécitos T CD4", CD8* além da

producdo de anticorpos.

A imunizacdo com DNA tem muitas vantagens potenciais, incluindo seu baixo custo-
beneficio, estabilidade e auséncia de infectividade (embora a resposta imunoldgica seja
semelhante aquela vista apds a infec¢do natural), junto ao fato de que a presenca de
anticorpo contra o antigeno que serd expresso nao inibe a resposta. A principal desvantagem
potencial da técnica abrange a possibilidade de integragdo do DNA no genoma da célula
hospedeira, a qual pode resultar na ativagdo ou produgéo de eventos tumorais, e a formagao

de anticorpos anti-DNA, porém ainda nao ha registros de eventos desse tipo (ADA, 2001).



52

Vacinas de DNA estimulam primariamente a imunidade celular enquanto vacinas de
vetores recombinantes atuam na imunidade celular e humoral (UHL et al., 2002). A vacina
DNA pressupde a imunizagdo contra o DNA que codifica os antigenos. Tipicamente, a
vacina DNA € composta por uma molécula de DNA plasmidial contendo o gene de interesse
e elementos genéticos apropriados, requeridos para expressdo in vivo do antigeno de

interesse no organismo alvo (KRISHNAM, 2000).

Vacinas DNA despertam resposta imune celular dente eles o T citotoxico.
desempenhando um papel critico na indu¢do de uma resposta imune forte e longa conferindo
sucesso na protecdo contra o desafio subseqiiente, conferindo uma producdo de anticorpos

(BAROUCH et al., 2001).

O uso das vacinas de DNA oferece uma série de vantagens econdmicas, técnicas e
logisticas quando comparado com as vacinas cldssicas. Por exemplo, a producdo em larga
escala é bem mais barata, a manutengdo do controle de qualidade mais fécil, e a
comercializacdo nio necessitam de uma rede de refrigeracdo, pois estas vacinas sdo estaveis

a temperatura ambiente.

Adicionalmente, existem as quimeras virais que s@o particulas inexistentes na
natureza, obtidas por introducdo de fragmentos de um virus em outro, em geral, mas néo
necessariamente, da mesma familia. Essa tecnologia vem se expandindo fortemente, sendo
numerosos os exemplos e entre eles destaca-se a utilizagdo do virus vacinal da Febre Amarela
para expressar fragmentos de outros flavivirus, como Dengue e Encefalite Japonesa B. No
caso do Dengue, particulas virais do tipo 4 foram utilizadas para a constru¢do de quimeras

contendo os demais tipos (SCHATZMAYR, 2003).

A obtengdo de proteinas de virus animal em células vegetais € apontada como um

caminho extremamente promissor. E possivel, por exemplo, a expressdo de proteinas do
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agente da Doenca Hemorrdgica do coelho e do virus da Hepatite B em plantas de batata e,
igualmente, antigenos de Hepatite B e Raiva em plantas do tabaco (KOPROWSKI &
YUSIBOV, 2001; SCHATZMAYR, 2002). O uso simultaneo de vegetais modificados para
alimentacdo e para vacinacdo tem sido apresentado como uma possibilidade real, como a
produgdo de proteinas do virus da Aftosa por plantas de alfafa transgénica. Para se alcancar a
expressdo de proteinas de virus animal em vegetais hd dois caminhos principais: a introdugio
no genoma da planta do fragmento do virus animal a ser produzido ou a infeccdo da planta
com virus vegetal modificado geneticamente para gerar, durante a sua replicagdo, as proteinas

virais desejadas (SCHATZMAYR, 2003).

O uso de virus vegetais como sistema de expressdo de genes tem crescido devidos
esses terem essa capacidade de expressar genes estranhos sem perder sua infectividade e sem
causar doencas nos animais e humanos, serem de facil propaga¢@o em plantas e mais barato a

sua obtencgao.

Atualmente, um dos virus mais utilizado para producdo de quimeras € o virus do
mosaico do caupi (CPMV). A expressdo de peptideos estranhos na superficie das particulas
do CPMYV pode criar quimeras com uma grande variedade de fendtipos. Estudos envolvendo
a transmissdo e comportamentos dos hospedeiros revelaram que a expressdo de peptideos
estranhos ndo altera a especificidade do agente em relacio a seus hospedeiros, ndo aumenta a
taxa de transmissdo dos agentes por coledpteros ou sementes modificadas nem muda a

ecologia do inseto vetor (PORTA et al., 2003).

O Virus CPMV ja foi utilizado para expressar proteinas do virus HIV, como foi
descrito por Porta et al. (1994), Mclain et al. (1996), Durrani et al. (1998) e Mclnerney et al.

(1999). Outros virus de plantas também ja foram utilizados para expressar proteinas do HIV,
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como o Tobacco (TMV) (SUGIYAMA et al. 1995; KARASEV et al., 2005), o tomato bushy

stunt virus (JOELSON et al, 1997; ZHANG et al., 2000).

A mais moderna tecnologia aplicada na produgcdo de vacinas € a denominada
vacinologia reversa, desenvolvida nos ultimos cinco anos. E feito o seqiienciamento do
genoma do agente, a andlise de suas proteinas, previstas através da bioinformética. Finalmente
¢ avaliada sua capacidade tedrica de produzir resposta imune. Os peptideos selecionados
podem, entdo, ser sintetizados ou expressos em vetores para a comprovagdo de sua real

capacidade de induzir imunidade em animais (ADU-BOBIE et al., 2003).

As pesquisas com vacinas ndo param, pois essas sdo fundamentais para prevencgdo de
védrias doencas € mesmo para aquelas que jd existem vacinas sempre se busca melhorar a

qualidade e a seguranca da mesma.
Testes de imunizacdo com lentivirus
Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV)

O virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) infecta somente felinos e causa
imunodeficiéncia. Devido a grande similaridade genética ao HIV, o FIV ¢ bastante estudado

tanto na producdo de vacinas quanto de antivirais.

Na década de 90, varios foram os trabalhos com vacinas FIV, testaram-se vacinas

inativadas, DNA, porém nenhuma apresentou protecao eficaz (Quadro 1).

Vacinas testadas contra o FIV produziram manifestagdes clinicas caracterizadas por
febre alta recorrente, aumento da incidéncia de infeccdo secunddria, leucopenia, perda de
linfécitos CD4+ e inversdo da razio CD4/CD8 (CALLANAN et al., 1992, DIEHL et al.,

1995).
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Virios sdo os experimentos com vacinas FIV que tentam avaliar o nivel de protecdo
heterol6go, ou seja, verificar se a vacina produzida com uma cepa de virus é capaz de
oferecer protecdo contra outros tipos de cepas virais. Como foi observado no experimento de

Yamamoto et al. (1991) que observaram uma inducdo a resposta imune contra virus

homologo.

Os testes com vacinas DNA iniciaram ainda na década de 90, como por exemplo os
experimentos envolvendo a administracio de DNA plasmidial associado aos genes env e
gag, que codificam a glicoproteina (gpl120) e nucleoproteina (p 10), respectivamente
propiciaram a produgdo de resposta humoral, porém ndo protegeram contra o desafio.
Portanto, a imunizagdo com vacinas DNA gpl20 e pl0 ndo promoveram reducio

significativa da carga préviral apés desafio com FIV (CUISINIER et al., 1997).

Foi evidenciada prote¢do contra o desafio viral em felinos vacinados com a vacina de
DNA, incluindo pré-virus clonado molecularmente com replicacdo defeituosa apds delecdo
no gene da Trasncriptase Reversa (TR). A vacinagdo induziu uma forte resposta de
linfécitos T citotoxicos apesar de nenhuma resposta humoral especifica ter sido detectada

(FLYNN et al., 2000).

A partir do desenho de vacinas contra FIV, baseadas em virus inativados, vetores
recombinantes € DNA, percebeu-se que a formacdo de anticorpos neutralizantes foi mais
consistente em felinos imunizados com a vacina convencional por virus inativados seguido
pela utilizacdo de uma vacina com vetor recombinante (GIANECCHINI et al., 2001, PU et

al., 2001).

Tem-se comprovado que felinos podem ser protegidos contra a infeccdo com o
prototipo da cepa FIV ¢ através do uso de vacinas baseadas em particulas de virus

inativados ou DNA pré-viral com replicagdo defeituosa. Entretanto, a utilizacdo dessas
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vacinas a campo € incerta, devido a auséncia de protecdo consistente contra cepas distintas
antigenicamente sendo preocupante o fato de que a cepa FIV,, € um isolado atenuado

(HOSIE et al., 2000).

O FIV com dele¢@o no gene acessério ORF-A foi testado como vacina DNA em
felinos livres de patogénos especificos. Os animais foram desafiados com virus homélogo
virulento. Os animais ap6s receberem a dose da vacina ficaram em observag¢do durante 22
meses, periodo esse que ndo foi detectado nenhuma infec¢do ou sintomatologia. Apds esse
periodo foi realizado o desafio e observou-se que todos os animais ndo vacinados ficaram
infectados e dos nove animais vacinados, trés animais ndo apresentaram infeccdo até 15

meses de observacdo (PISTELLO et al., 2005).

As pesquisas com o FIV sdo muito mais intensas, devido esse virus ter muita
semelhanca com o HIV, tanto pela sintomatologia quanto pela filogenia do virus, e pelo
estudo se tornar mais pratico, barato e acessivel devido a utilizagdo de animais. Com isso sdo
testadas intimeras formas de vacinas contra o FIV na esperanca de que alguma apresente um
bom resultado e possa ter uma continuidade no processo de produgdo de vacinas e que se

essa apresente alguma eficiéncia possa se iniciar um estudo para o HIV também.

Fel-O-Vax FIV foi a primeira vacina licenciada pelo USDA para ajudar na prevencio
da infeccdo FIV, que causa a AIDS felina. Este foi um avanco cientifico nas 4reas da

investigacdo vacina de lentivirus e medicina preventiva.

7z

Essa vacina € comercializada desde 2002, ela seria uma Otima solugdo, porem
apresenta alguns problemas como, por exemplo, ndo € possivel fazer a distingdo dos

vacinados dos ndo vacinados e o uso de adjuvantes para estimular o sistema imune.

Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV)
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O virus da imunodeficiéncia simia infecta primatas ndo humanos causando
imunodeficiéncia. Os estudos de vacina com o SIV iniciaram na década de 80. E as

pesquisas continuam crescendo na drea de vacinas (Quadro 2).

Em macacos, a imunizacdo com SIV vivo atenuado tem induzido uma imunidade
protetora mais potente. Atualmente, evidéncias suportam o envolvimento de anticorpos
neutralizantes e linfdcitos T citotéxicos na imunidade protetora contra a infeccdo por SIV

(JOHNSON & DESROSIERS, 1998).

Recentemente, relatou-se que a imunizagdo de macacos Rhesus com uma vacina
quimérica recombinante (SIV E HIV) tem mostrado resultados promissores na protecdo dos

animais contra o desafio subseqiiente aos protocolos de vacinagdo (BU et al., 2003).

Atualmente os estudos com SIV tém usado muita biotecnologia em busca de uma
vacina eficaz, utiliza os artificios de delecdo de genes, virus quiméricos, DNA recombinante

entre outros.

Macacos Rhesus foram imunizados com a cepa scSIV por via intravenosa com trés
doses. O desafio foi realizado apds seis semanas com duas cepas SIVmac239 e
SIVmac251LA que resultou na estimulag@o da resposta imune especifica e reduzindo o titulo
viral apds o desafio. Titulos de anticorpos neutralizantes para SIVmac239 foram
expressivamente maiores em animais imunizados com scSIV do que nos controles no

periodo de 2 e 4 semanas pds desafio (EVANS et al., 2005).

O uso de virus como vetores para expressar genes de outros virus e serem utilizados
como vacinas € uma nova forma de producio de vacinas que vem sendo bastante utilizada,
por favorecer uma vacina mais segura, devido a utilizagdo de genes especificos para promover

a imunogenicidade.



58

Nesse caso cita-se, a atenuag@o da infeccdo pela cepa viral SIVmac238, mediante a
imunizacdo profildtica com uma vacina DNA recombinante de adenovirus expressando gene
Gag do SIV que promoveu uma reducio no titulo dos virus atenuados e um retardo na

progressdo da doenca clinica em macacos desafiados com o virus (CASIMIRO et al., 2005).

Estudos com virus quimérico é uma modalidade de vacinas comumente testadas como
observado no estudo de Sparger et al.(2008) que testou em primatas ndo humanos, o SIV e
virus da imunodeficiéncia humana/Simia (SHIV), e apontaram uma alta efetividade das
vacinas virais vivas atenuadas. Ademais, esses virus vacinais mantém uma baixa
patogenicidade. Vale salientar que a atenuacio dos lentivirus associada com a delecdo do
gene viral vif promove uma redugdo significativa do risco para patogenicidade, além de

manter o potencial para replicagéo viral de baixa magnitude no hospedeiro.

O pro-virus SIV . 230 com dele¢do do vif foi testado como vacina DNA proviral
atenuada pela inoculacdo em fémeas de macacos Rhesus. Essa vacina mostrou-se
imunogénica e capaz de diminuir a carga de virus patogénico utilizado como desafio

(SPARGER et al., 2008).

Virus da Doenca de Jembrana (JDV)

Pouca literatura em torno do tema tem sido produzida pela comunidade cientifica,
provavelmente pelo fato da Doenga de Jembrana (JD) ser restrita ao gado Bali, na indonésia

e ndo servir como modelo experimental as demais lentiviroses.

Das poucas referéncias encontradas, destaca-se que uma resposta imune protetora foi
induzida em Bos javanicus, com infec¢do aguda, pela vacinacdo com tecido de bago e
plasma contendo virus inativados, pelo Triton X-100. Os virus, apés inativados, foram

emulsificados em adjuvante incompleto de Freund. A vacinacdo reduziu a severidade da
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doenca, mas ndo foi capaz de prevenir completamente o seu desenvolvimento nos animais

desafiados com 100 doses infecciosas do virus (HARTANINGSIH et al., 2001).

A eficacia dessa vacina derivada de tecido do baco a qual € usualmente utilizada na
Indonésia para o controle da doenca de Jembrana, foi determinada por quantificagdo viral, o
que foi possivel constatar que houve uma redugdo de 96% da carga viral e que o risco de
transmissdo do virus foi reduzido em torno de 33%. Entretanto ndo houve reducio

significativa na durag@o do periodo febril em animais vacinados (DITCHAM et al, 2009)

Apesar de existir escassas literaturas sobre vacinas contra doenca de Jembrana
observa-se que vem sendo testada desde 2000 na regido uma vacina de cultivo tecidual de
baco, como uma forma de controlar a doenca, pois a mesma consegue diminuir a transmissao
do virus para os outros animais. Esse resultado pode gerar uma expectativa em torno dessa

metodologia ja que a mesma ndo requer nem uma tecnologia avangada.
Virus da Imunodeficiéncia Bovina (BIV)

A semelhanca do JDV ndo existem muitos trabalhos com vacinas para o BIV na
literatura, contudo esse virus tem sido utilizado para produzir quimeras destinadas a

composicdo de vacinas contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

Zhu et al (2005) realizaram a inser¢do do gene gag do HIV com o gene do BIV,
construindo uma quimera, que pode ser utilizada como uma vacina. Genes em BHIVs
quiméricos foram expressos corretamente, constatando assim, que as quimeras tém

potenciais para tornarem-se um novo grupo de vacinas HIV/AIDS.
Virus da Anemia Infecciosa Eqiiina (AIEV)

Dentre as lentiviroses animais, a Anemia Infecciosa Equina (AIE) € a mais

importante economicamente, apresentando assim um controle sanitdrio rigido, fiscalizado
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pelo Ministério da Agricultura do Brasil (MAPA), onde os animais positivos devem ser

sacrificados.

Li et al. (2003), utilizando uma vacina atenuada com modifica¢des no gene acessorio
S2 (AIEV ygA32) para imunizagio de eqiiinos, com duas doses em intervalos de trinta dias e
desafio apds seis meses, deduziram que a imunizagdo propiciou a formagdo de resposta
imune especifica por um periodo de seis meses. Essa imunidade vacinal conferiu protecio
contra a doenga. Por outro lado, pdneis imunizados com uma vacina de proteina viral
purificada, apdés desafio com AIEV, manifestaram reducdo do titulo viral e atraso na

progressao para doenca (HAMMOND, S.A. et al., 1999).

Shen et al. (2006) construiram um clone infeccioso avirulento da AIEV (pLG5-3-1-V)
que teve os sitios da regido gag e env (trés aminoacidos em Gag e quatro aminodcidos em
Env) mutados para o experimento e o virus derivado do clone molecular ( pLGFDE-V) .
Esses clones foram testados em cavalos livre de AIE e observou-se que os cavalos
imunizados com o pLGFD3-V permaneceram assintométicos para AIE por um periodo de 6
meses, mantendo os niveis normais de plaquetas no sangue, auséncia de febre e niveis

baixos de virus (103 copias RNA/ml plasma).

Em contraste, os animais inoculados com pLGS5-3-1-V desenvolveram uma aparente
progressdo clinica, definido pela temperatura retal acima de 39°C e contagem de plaquetas
abaixo de 100.000 plaquetas/1 pl de sangue. Todos os sinais clinicos de indicacdo de AIE
foram associados com febre, trombocitopenia e niveis RNA viral no plasma acima de 103

copias/ml plasma (SHEN et al. 2006).

Durante os udltimos 15 anos, tem sido avaliado experimentalmente um nimero
expressivo de vacinas AIEV baseadas em virus completos inativados e de subunidades do

envelope viral. Os resultados oriundos dos testes com essas vacinas demonstraram um
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notdvel crescimento da eficicia, variando de uma prote¢do a infec¢do ou a doenca, até um
severo aumento da replicacdo AIEV. Esses achados indicam, que a resposta imune a vacina
pode tanto beneficiar quanto causar efeitos deletérios no caso de exposi¢do ao virus

(HAMMOND, S.A. et al., 1999, ISSEL et al., 1992, RAABE et al., 1998).

Virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV)

Virus da artrite encefalite caprina (CAEV) acomete caprinos ocasionando problemas

de artrite e encefalite, principalmente em animais adultos e jovens, respectivamente.

Caprinos Saanen foram imunizados com glicoproteina de superficie gp 135
purificada de isolado 79-63 (CAEV-63) avaliando-se a producdo de anticorpos neutralizantes
homologos e a ocorréncia de reagdo cruzada. Anticorpos neutralizantes CAEV-63 foram
detectados em todos os caprinos apds sete imunizagdes com gp 135 em adjuvante Quil A;
além disso, o soro de trés dos quatro animais testados neutralizou um isolado do CAEV,,.
Todavia, o soro de um dos caprinos nao apresentou neutraliza¢do para o CAEV,, heterdlogo,
porém inibiu um CAEV,, neutralizado por outro soro. Em suma, o estudo demonstrou que
vacina de subunidades da glicoproteina do CAEV pode induzir resposta humoral

neutralizante cruzada em caprinos (KEMP et al., 2000).

Através da utilizagdo de um vetor DNA plasmideal, baseado no gene env do CAEV,
em caprinos, observou-se que a vacina¢do pode induzir uma significativa supressdo da
replicacdo viral apds desafio, com a diminuicio na carga viral e um retardo no

desenvolvimento de artrite (CHEEVERS et al., 2003).

Sousa et al. (2005), fazendo uso do virus do mosaico severo do caupi (CpSMV)
como molécula carreadora de p28 do CAEV (CpSMV-p28) por ligacdo covalente,
inoculados em camudongos por via subcutinea, identificaram que a ligacdo covalente entre

o CpSMYV e a p28 foi eficaz na formagdo de uma quimera imunogénica, visto que a mesma
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foi capaz de imunizar camundongos contra a p28, como mostraram os testes de ELISA e
western blotting, sugerindo a possibilidade do emprego dessa quimera como antigeno para

diagndstico e vacinas.

Nenci et al (2007) testaram o efeito da inducdo da resposta celular T-helper CAEV
especifica na replicagdo do virus in vivo, imunizando caprinos com um peptideo sintético do
CAEV capaz de promover uma forte resposta celular linfécitos T CD4" e, subsequentemente
desafiaram os animais com CAEV. O peptideo usado era parte da proteina estrutural do Gag
do CAEV, mostrando uma forte similaridade seqiiencial e estrutural com os peptideos
homoélogos do HIV e com outros retrovirus, além disso, carreava um epitopo
imunodominante T-helper capaz de induzir uma forte resposta em caprinos vacinados.
Quinze dias apds o desafio com a cepa CAEV o clonada, os animais vacinados apresentaram

uma carga proviral (proviral load) superior aos controles.

Virus Maedi-Visna (MVV)

Mais recentemente, foi testada a habilidade de uma vacina MVV atenuada em induzir
protecdo apds infeccdo experimental contra infec¢do por um Virus MVV altamente
patogénico. Nesse intento, foram utilizados quatro ovinos de dez meses de idade, que
receberam duas doses da vacina com intervalo de 17 semanas, sendo desafiados 46 semanas
depois. Todos os animais infectados com o virus atenuado desenvolveram baixo titulo de
anticorpos virus - especifico identificado pela técnica de ELISA no decorrer de 4 a 6
semanas. ApOs vinte semanas do desafio, os ovinos vacinados comecaram a apresentar
atividade neutralizante contra o virus desafiante. No entanto, concluiu-se que os anticorpos
neutralizantes em dois dos ovinos vacinados eram especificos para o virus vacinal, mas nio

neutralizaram o virus desafio apesar das similaridades genéticas das cepas (PERTUSSON et

al., 2005).
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O uso de uma vacina DNA recombinante contendo o gene env do MVV, inoculada
por biobalistica, promoveu um grau significativo de protecdo inicial quando aplicada via
mucosa em animais comprovamente infectados provenientes de rebanhos acometidos. Foram
utilizados 12 ovinos de dois anos de idade. A imunizagdo foi realizada diretamente na area
vulvar, seguindo um protocolo de duas doses com intervalo de quatro semanas. O desafio foi
realizado duas semanas apds a administracdo da segunda dose, por via intratraqueal numa
concentragdo de 10° TCIDsy da cepa EV1 do MVV (GONZALEZ et al., 2005).

Adicionalmente, uma candidata a vacina DNA contra MVV foi construida pela
clonagem de genes que codificam a poliproteina Gag MVV e as proteinas Gag pl16 e p25
fusionada a PB-galactosidase em plasmideo. O plasmideo construido mostrou ser capaz de

produzir uma forte resposta humoral em camundongos vacinados (HENRIQUES et al., 2007).
Consideracoes Finais

As lentiviroses representam uma ameaca em todos os setores, principalmente em
humanos no caso do HIV, mas ndo menos importante nos animais, devido as grandes perdas
econOmicas, sociais e genéticas oriundas dessas enfermidades, pois deve-se levar em conta

que a forma primordial de controle dessas é o sacrificio dos animais portadores e enfermos.

As pesquisas com vacinas contra lentivirus animais iniciaram na década de 80,
contudo, até hoje, existe apenas uma vacina comercial para o lentivirus felino, FIV, porém ¢é
comercializada somente nos Estados Unidos da América (EUA). No entanto, atualmente os
estudos vém se intensificando, devido a necessidade de se encontrar uma vacina contra as
lentiviroses, bem como, para dar resposta ao exigente mercado consumidor que busca a

qualidade dos produtos e subprodutos animais. Além da satde dos préprios animais.

A produgdo de uma vacina eficaz contra CAE que possa ser comercializada € muito

complicada devido o virus ser mutdvel capaz de se esconder do sistema imune, ficando
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assim dificil combaté-lo. Para isso ainda sdo necessdrios muitos estudos na imunologia,

patologia e biologia dos lentivirus para se ter grandes avancos na produgdo de vacinas.

Os alcances do século XXI com vacinas devem ser tdo bons e até melhores quantos
aqueles do século XX, principalmente em func¢do dos avangos com as vacinas contra
lentivirus que serdo de grande valia em todo mundo, em especial no setor agropecudrio,
favorecendo o comércio de animais, bem como, culminando com a utilizagdo das vacinas

animais como modelo para a produ¢do da vacina contra o HIV.

Sempre vem surgindo novas tecnologias para producdo de vacinas que possibilitem a
producdo de uma vacina mais eficaz, segura € que imunize um maior nimero de cepas de
microorganismos principalmente de virus. A existéncia de uma vacina contra esse virus seria
a melhor formar de prevenir a doenga ja que ndo existe tratamento. Possibilitando assim uma

esperanca também para o desenvolvimento de vacinas contra o virus HIV.
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Documentario Viabilidade Pré- Desenvolvimento Registro Comercializacao
desenvolvimento
Perfil do Selecio do Protétipo, estudo estudos  piloto, Registro Venda e
produto antigeno, da dose efeito, validacdo do do dossier, marketing e
formulagdo  testes controles, processo de compilacdo farmacovigilancia
experimental formulacdo producdo, testes e
em campo submissao
(indicagdes, para
contra- licenca
indicacdes,
eficacia,
seguranga

* Tabela modificada adaptada de Heldens et al, (2008).
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Tipo de Cepa viral Desafio Resposta Autor
vacina
Inativada FIV petaluma Virus homologo Imune eficaz contra o YAMAMOTO et
virus al, 1991.
Inativada FIV petaluma FIV s6 € FIV G1s Titulos de anticorpos | HOSIE et al, 1995
neutralizantes foram
maiores para o FIV
petaluma
Atenuada FIV Virus homologo | Altamente imunogénica BISHOP et al,
por cultivo e heterologo e altos titulos de 1996
anticorpos
neutralizantes
DNA Gene env FIV Resposta humoral, mas | CUISINIER et al,
sem protecao 1997
DNA Delecdo do gene da FIV Forte resposta celular, FLYNN et al,
Transcriptase linfécitos T citotdxicos 2000
Reversa (TR)
DNA FIV g1, delecdo do FIV petaluma Protegdo contra o FIV | DUNHAM et al,
gene TR ou virulento e FIV pouco virulento 2002
integrase (IN) pouco virulento
DNA Delecdo gene ORF | Virus homol6go | Protecdo de 3 animais PISTELLO et al,
vacinados por até 15me 2005




Quadro 2. Testes experimentais de vacinas para SIV
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Tipo de vacina

Cepa do virus

Desafio

Resposta

Autor

Inativado/formalina

SIV

SIV

Titulos de anticorpos
neutralizantes; 0s
nao

animais

apresentaram doenca

MARX et al,

1986

Atenuado

SIV

SIV

Redugdo da carga

viral e retardo na

progressao da

infec¢do

WYAND et

al, 1996

Recombinante

scSIV

SIVmac239

Baixos titulos virais

EVANS et

al, 2005

Quimera

SIV/adenovirus

SIVmac238

Diminui¢do do titulo
de virus e retardo na

progressdo da doenca

CASIMIRO

et al, 2005
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Resumo

O objetivo desse trabalho foi produzir a proteina p28, do virus da artrite encefalite caprina,
recombinante, expressd-la na bactéria Escherichia coli e testar o potencial antigénico da
proteina em western blot. A regido do gene gag que codifica para a proteina p28 do virus foi
subclonado em pET32b. A melhor condicio de expressdo da proteina recombinante foi
testada a 37°C e temperatura ambiente, utilizando como indutor o isopropil B-D-1-
thiogalactopiranosidase nas concentracdes de 0,5, 1 e 3mM. Para verificar o resultado da
expressdo as proteinas foram analisadas pela eletroforese em gel de poliacrilamida. As
amostras foram submetidas ao immunoblotting para avaliagdo do seu potencial antigénico. A
37°C, a bactéria expressou a proteina em menores intensidades, e na concentracio a 0,5 mM
de IPTG nao houve expressdo. A temperatura ambiente, em todas as concentragdes a proteina
foi expressa sendo que a 1 mM de IPTG a proteina apresentou uma maior intensidade. Ao
analisar o potencial antigénico da proteina recombinante no immunoblotting, essa reagiu com
0 soro positivo de caprino apresentando uma forte banda caracteristica de peso molecular 28
kDa. Concluindo que houve a produgéo da proteina p28 do CAEV recombinante pela bactéria
e essa apresenta um potencial antigénico que provavelmente poderd ser utilizado como

antigenos em testes diagndsticos.

Palavras chaves: 1 Lentivirus. 2.expressio de proteinas. 3. p28. 4. Clonagem. 5.

Immunoblotting.

Abstract

The objective of this study was to produce the recombinant p28 protein from the Caprine
Arthritis Encephalitis Virus and express it in the Escherichia coli bacteria and test the anti-
genic potential of the protein in the western blot test. The gag region of the gene that codifies
for the p28 protein of the virus was sub-cloned in pET32b. The best condition of the
recombinant protein expression was tested at 37°C and room temperature using Isopropyl -
D-1-thiogalactopyranoside as inducer at concentrations of 0.5, 1 and 3 mM. The proteins was
analyzed by electrophoresis in polyacrylamide gel to verify the result of the expression. The
samples were submitted to immunoblotting to assess their antigenic potential. At 37°C, the

bacteria expressed the protein at lower intensities and there was no expression at the
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concentration of 0.5 mM IPTG. At room temperature, at all the concentrations the protein
was expressed and at | mM IPTG the protein presented great intensity. When analyzing the
antigenic potential of the recombinant protein in immunoblotting, it reacted with positive goat
serum presenting a strong band characteristic of 28 kDa molecular weight. It was concluded
that there was production of the p28 recombinant protein of the CAEV by the bacteria and

this presented an antigenic potential that could be used as antigen in diagnostic tests.

Keywords: 1. Lentivirus 2. Protein expression 3. p28 4. cloning 5. immunoblotting

Caprine arthritis encephalitis virus (CAEV) is an RNA virus belonging to the
Retroviridae family and Lentivirinae subfamily that includes the Lentivirus genus, that
includes, in addition to CAEV, the Maedi-Visna virus (MVV), the feline immunodeficiency
virus (FIV), bovine immunodeficiency virus (BIV), simian immunodeficiency virus (SIV) and
human immunodeficiency virus (HIV-1, HIV-2), equine infectious anemia virus (AIEV)
(Haase, 1986; Clements and Payne, 1994) and the Jembrana disease virus (Burkala et al.,
1998). These virus are not oncogenic and have a morphological identity and are characterized
by the antigenic and/or genetic variation during persistent infection (Haase, 1986; Clements

and Zink, 1996).

CAEV accounts for a chronic and debilitating disease in goats, causing large economic
losses to producers because of decrease in milk production, weight gain and difficulty of

movement causing the death of the animals.

The lentiviral genome contains the gag genes (proteins of the matrix, capsid and
nucleoproteins), pol (reverse transcriptase, integrase, dUTPase and proteases) and env
(envelope glycoproteins) that codify the structural and enzyme proteins that make up the virus
particle. The virus also contains the fat, pol and ver accessory genes that codify the
expression of the regulating genes (Joag et al., 1996). The CAEV Gag protein is produced by
a polyprotein precursor (pS1 gag) which s cleaved by the protease originating from the p28

(capsideum protein) p19 (matrix protein) and p16 (nucleoprotein) (Saltarelli et al., 1990).

Members of the lentivirus have many common characteristics, including a large RNA
genome 9kb or more in length and show conserved genomic organization (Hussain et al.,

1988; Birkett et al., 1997)
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Most of the animals infected with CAEV produce antibodies for the larger p28
polyprotein and these antibodies are used in the diagnostic tests (Crawford et al., 1980;
Roberson et al., 1982). CAEV has approximately 20% similarity with the Maedi-Visna virus
(Roberson et al., 1982). In other experiments, Weiss et al., (1976) showed that only 25% of
the ovine viruses are related by genomic homology. All three of these viruses, however, are
antigenically related by shared determinants on the major structural protein, p28. (Roberson et
al., 1982) Suggested that although regions of homology may extend along the entire genome,
most of the similarity among these viruses may be explained by a highly conserved nucleotide

sequence within the gag region which codes for group-specific determinants on p28.

In this regard, group-specific epitopes associated with the major structural protein of
the ovine viruses (Stowring et al., 1979) have been exhibited by the p28 of all CAEV isolates
so far examined. Antigenic cross-reactivity between the 135K surface glycoproteins of goat
and ovine viruses has also been observed (Gogolewski et al., 1985) although neutralizing
antisera appear to be specific for individual virus isolates (Narayan et al., 1984)

Because p28, the most abundant protein in the virion (Cheevers et al., 1981), is
recognized by most virus-infected goats (Adams et al., 1980; Roberson et al., 1982), it is
important to quantify its role in the immune response. Study of the p28 protein is most
important for antigen production for diagnostic tests. The objective of the present study was
to produce and test the best treatment to express a CAEV p28 recombinant protein for future

use as antigen in tests such as ELISA and immunoblotting.

For the PCR reactions, the primers were designed based on the published sequence of
CAEV-Co(position 971-1606) (Saltarelli ez al., 1990), with the help of the programs Blastn
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), Oligo® and OligoTech (Version 1.0)
(http://www.oligosetc.com/OLIGOTech.HTM) and with the objective of amplifying a

fragment of 636pb of the gag region of the pro-viral genome, corresponding to the protein of
the viral capsideum protein, p28. The following primers were chosen: 5’AGC TGG AAA
GCA GTA GAT TC 37 and 5’GAA CCC TTC TGA TCC CAC ATC 3".

PCR was performed to verify the amplification efficiency and specificity, using the
following temperatures and cycles: initial denaturation at 94°C for 3 minutes followed by 42
cycles at 94°C for 1 minute, 55°C for 1 minutes, 72°C for 2 minutes and a final extension at

72°C for 8 minutes. The CAEV derived from the cell culture supernatant was used as DNA
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template. The amplified product was visualized in 1% agarose gel, stained with ethdium

bromide using 100bp molecular weight standards.

The fragment of the gag gene (position 971-1606) referent to the CAEV p28 protein
was digested by the Smal enzyme and cloned in the pUC19 vector. The pET32b vector was
used for sub-cloning, that was used to express the p28 preteen after cloning the gene in the
pUC19 vector. This expression system was chosen because of some important characteristics.
The pET system is the most used currently to express recombinant proteins in Escherichia

coli.

For the sub-cloning the recombinant pUCI19 plasmid was digested with the
EcoRI/Xhol enzymes. The resulting plasmidd was called pET32b/p28. Both the cloning and

the sub- cloning were carried out by the Epochbiolabs (http://www.epochbiolabs.com/). The

constructions were sequenced, aligned and purified, including the plasmid map and the

electropherogram of the sequence.

The pET32b/p28 plasmid, presenting the correct reading phase, was selected to
transform competent Escherichia coli cells in the BL21 (DE3) lines. E. coli BL21 is the most
used bacteria to express heterologous proteins because it is deficient in the lon and ompT
proteases, and thus prevents the proteolytic degradation of the recombinant protein by these E.
coli proteases (Nakaghi, 2008). The transformation was carried out by electroporation
following instructions from Epochbioloabs. The recombinant plasmid of the transforming
colonies were extracted by the alkaline lysis method according to Sambrook et al., (2001).
The presence of the p28 fragment was confirmed by PCR of the plasmedium DNA using the

primers of the p28 gene and vector.

A white colony carrying the recombinant expression vector was inoculated in 5 mL
Luria Bertani culture medium (LB) with the addition of ampiciline and incubated at 37°C
with overnight agitation. One 1.5 mL aliquot was removed from the bacterial culture and 8.5
mL LB was added and left to grow, under the same conditions, until it reached an optical
density of 0.4 to 0.6 at 600nm. An aliquot of this inoculant was removed (time zero
induction) and IPTG was added to the rest of the culture at concentrations of 0.5, 1 and 3 mM
so the protein expression was induced. This induction took place at 37°C and room
temperature, thus making up six expression treatments. Aliquots were removed from the
culture at different induction times ranging from zero to 5 hours to verify which was the best

expression condition. The collected samples were centrifuged at 3250g for 10 minutes. The
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supernatant was discarded and the pellet was stored at -20°C. The proteins were analyzed in
12% polyacrylamide gel (DSD-PAGE), according to Laemmi (1970). The electrophoretic
profile was determined in the antigen samples diluted in sample buffer (10% SDS; 20%
glycerol 0.2% bromophenol blue; 0.5M Tris-HCl, 6.8 pH) and the mixture was heated to
100°C for 3 minutes. The proteins from the gel were stained with Comassie blue, according

to Harlon and Lane (1988).

Expression of the recombinant p28/CAEV protein was confirmed by an antigen-
antibody reaction, using immunoblotting according to Aragdo et al., (2008) with a small
modifications. For this, the protein fractions separated in the polyacrylamide gel were
transferred to a nitrocellulose membrane (MN) by the trans-blot method in a transference
buffer for 60 minutes at 100 volts and 350 mA. After transference to MN, the proteins were
blocked with blocking solution (0.3% PBS Tween) for 60 minutes and washed three times for
five minutes with washing solution (0.5% PBS Tween). The positive serum of a proven
positive animal was diluted (1:50) added to the MN and incubated for 30 minutes. The MN
were then washed again and placed in goat anti-IgG rabbit conjugate marked with diluted
peroxidaze (1:18000) for 45 minutes. After washing three times for five minutes with 0.5%
PBS Tween the MN were placed in DAB/4-Cloronapthol solution (solution of A- 12 mg
Diaminobenzidine7 in 12 mL PBS, solution B- 5 mg of 4-Cloronapthol8 with the addition of
2 mL methanol plus 10 mL de PBS), 10 mL H,O, at 30% was added for approximately 5
minutes without light. The reaction was finalized by washing the MN in distilled water. All
the steps, except for the developing, were carried out under agitation.

Immunoblotting was used to confirm whether the protein produced was CAEV p28
and to verify the antigenic potential of the recombinant protein. The LWM electrophoresis
molecular weight marker was used, the antigen produced by EMBRAPA Goats and Sheep
from the CAEV virus cork strain (CAEV ), used in the company’s immunoblot test, here
called native p28, as positive control. Goat serum from a proven positive animal was used as

primary antibody.

The amplification of the CAEV gag gene (p28) by PCR was proven by electrophoresis
in 1% agarose gel, and the presence of the fragment was observed with the expected size

(approximately 636 based pairs -pb).

The recombinant plasmediums, pUC19/636 and pET32b/p28, presented sizes of 3238

bps and 6511 bps, respectively. The plasmediums were sequenced to verify the correct
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insertion and whether this was in the reading frame to produce the protein correctly. Birkett et
al., (1997) cloned the p26 gene of the Equine Infectious Anemia Virus (AIEV) on plasmid
pKK322-3 by successfully inserting the 712 pb gene.

The recombinant vector (pET32b/p28) was inserted in bacteria of the BL21 line in
which  were induced the six expression treatments with IPTG. After this bacterial
transformation, PCR was carried out on the colony and the DNA extracted by alkaline lysis
and a band of great intensity of approximately 636 bp was observed. Analysis of the
expression by electrophoresis in acrylamide gel showed a band of 28kDa proteins that was the

size of the CAEV p28 protein.

Electrophoresis showed that the BL21 expressed the protein at several temperatures,
times and IPTG concentrations. However, there was no production of the recombinant p28 at
0.5 mM concentration at 37°C at any of the times. It was also observed that there was protein
expression after two hours of induction for all the other conditions. There was recombinant
p28 production at room temperature at all the IPTG concentrations, but at 1 mM IPTG
concentration the intensity of the band was greater than the others. The bands at 37°C were

much less intense (Figure 1).

Russo-Carbolante et al., (2007) cloned transmembrane glycoprotein (gp21) of the
human T cell lymphotrophic virus (HTLV) in pDEST15 expression vector and the expression
of the recombinant 13 was observed in an induction time 30 minutes shorter than that

observed in the present experiment.

Barbieri et al., (2004) also expressed the capsidial protein of the watermelon mosaic
virus (WMYV) in Escherichia coli BL21 but the expression occurred with the addition of IPTG
at a final concentration of 10 mM and four hours induction. The IPTG concentration was

much greater than that found in the conditions used in the present study (0.5 to 3 mM).

The recombinant protein of the Jembrana disease virus (JDV), a lentivirus, was
expressed under conditions of 0.2 mM IPTG at 37°C with vigorous shaking (Burkala et al.,
1998), a condition that was not tested in the present experiment, but at the concentration of

0.5 mM and at the same temperature there was no protein expression.

Immunoblotting showed the protein in samples induced by IPTG but there was no
revelation of the band referent to the protein in non-induced samples (Figure 2). This result

showed that the recombinant p28 presented antigenic potential, because its epitopes were
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recognized by the CAEV anti-bodies from a positive animal. It also showed a large
background indicating a nonspecific recognition probably because a primary polyclonal
antibody was used and as the animals had direct contact with the Escherichia coli bacteria and
the samples used in the tests contained these bacterial proteins, some proteins from the

bacteria were shown.

Burkala et al., (1998) observed that the JDV recombinant proteins reacted with the
CM of infected animals both in immunoblotting and in Elisa by competition. The authors
reported that the use of recombinant proteins for immunoassays is desirable because they can
be produced in large quantities, are easily purified, are obtained from a reproducible source

and are highly specific.

Marana et al, (2009) reported that bovine serum, naturally and experimentally
infected with Anaplasma marginale and rabbit serum immunized with the recombinant msp5

gene recognized the epitopes of the recombinant gene by the immunoblotting technique.

Royuela and Sanchez-fauquier (2010) studied the expression of VP26 proteins of the
human Astrovirus (HAstV) in E. coli M15 with IPTG at 1 mM , 37°C and for 2 hours found
two proteins of approximately 26 KDa and 22KDa and immunoblotting analysis showed the

p26 protein of the virus.

The recombinant protein produced in our laboratory was recognized by the serum-

positive animal antibodies for CAEV. It presented the expected size for the protein, 28KDa.

Recombinant protein production is a growing area. Developing these proteins is the
start of a process that would lead to the production of Brazilian diagnostic kits with
technology competitive with other countries, presenting greater specificity than the non-
recombinant antigens that are produced from the complete virus. We have reported
production of the p28/CAEV recombinant protein that may eventually be used in diagnostic

tests of the Elisa and immunoblotting type.
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Figure 1. Polyacrylamide gel electrophoresis (12,5%) showing the expression induction p28
CAEV by room temperature and 37°C. Lane 1, 2 room temperature and 3mM, 1 mM IPTG,
respectively. Lane 3 and 7- non-induction control. Lane 4, 5 and 6- 37° and 3 mM, 0,5 mM
and 1 mM IPTG, respectively. M- Molecular mass standard (LWN electrophoresis),
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Figure 2. p28 protein expression by IPTG at room temperature. Immunoblotting analysis. M
molecular mass standard (LWM electrophoresis), P native p28, 1 0,5mM 5 hours, 2 non
inducted control, 3 1mM 2 hours, 4 non inducted control, 5 3mM 2hours, 6 1mM 2 hours.

Band 28 KDa is indicated by arrows.
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8 CONCLUSOES GERAIS
N3ao houve ainda sucesso numa vacina contra o virus da artrite encefalite caprina;

A clonagem do gene gag que codifica a proteina p28 do CAEV foi adequadamente realizada,

produzindo clones especificos nos vetores pUC19 e pET32b.

A E.coli BL21 expressou a proteina recombinante em diversas condi¢des, porém, na condicio
de 0,5 mM a 37°C, nao houve expressdo, e na condicdo de 1mM de IPTG, a temperatura

ambiente, a banda apresentava maior intensidade.

A proteina recombinante p28 demonstrou um potencial antigé€nico revelado no teste de

western blot.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos com a expressdo da proteina recombinante sdo promissores. Por
se tratar da maior proteina do capsideo do virus, a mais conservada e também a mais utilizada
na fabricagdo de antigenos, essa podera ser testada como antigeno em outros testes soroldgico
como western blot e ELISA. Apesar de se atribuir a essa proteina uma expressiva competéncia
antigénica, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos imunogénicos no sentido de
avaliar seu potencial imunoprotetor. Para tanto, sdo necessdrios estudos mais aprofundados
com relacdo a antigenicidade e imunogenicidade e a estrutura tridimensional da proteina p28

recombinante
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Anexo 1- Declaracao do Comite de Etica

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
Comité de Etica para o Uso de Animais
Paranjana, 1700 - CEP 60740-000
Fone 3101-2890 / ceua_uece@yachoo.com.br

= TR T AR

PARECER
Processo n°: 06312526-9
Titule de prejeto: Producéo de vacina quimérica contra lentivirus de pequenos ruminantes.
Interessada: Profa. Dra. Maria Fatima da Silva Teixeira
Objetive do projete: Produzir um antigeno quimérico para ser utilizado como vacina

confra a Artrite Encefalite Caprina.

O projeto apresentado esta bem estruturado e fundamentado, seguindo uma metodologia
coerente com 0s objetivos propostos. Como animais experimentais serfio utilizados coelhos
¢ cabritos. Do ponto de vista da ética, deve-se destacar que aspectos importantes como
condi¢Bes de manejo alimentar e sanitario dos animais, alojamento dos mesmos, volume de
sangue a ser coletado a cada procedimento, vaso a ser puncionado nos cabritos, destino dos
coelhos apés a utilizagdo deles para a produgfio de anti-soro, destino dos cabritos do grupo

controle e tratado, descarte do material contaminado foram plenamente esclarecidos,

Diante do exposto, declaramos que o projeto estd aprovado sem pendéncias

metodoldgicas.

Fortaleza, 08 de dezembro de 2006.

/ Jm%m Binze Alrea
Presidente do Comité de Etica para ¢ Use de Animais
CEUA-UECE
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Vianney Mesquita wes »o v ceovmssre

Revi

[

do Gramatical e Estilistica de
da Universidade Federa
Acag. Trrular {Cad n® 37) da Acad

se de Lingua Portuguesa

[ Fortaleza, 31 de dezembro de 2009
|
| A atengao de
| consulentes, membros de bancas examinadoras,
’ orientadores, editores e coordenadores de cursos
de pos-graduacgao

Senhoras/Senhores

Antes de analisarem e criticarem as correcoes procedidas pelos
revisores de texto, solicito a gentileza de atentarem para os pontos a seguir
alistados

1. E recomendavel, sempre, proceder-se a segunda revisdo, maxime se o texto
contiver grande quantidade de erros. As impropriedades maiores detectadas na
primeira revista, normalmente, escondem as menores, vistas somente apos
efetuadas as emendas recomendadas pelo revedor. As boas editoras fazem de
quatro a oito revisdes

2. Ha possibilidade de o estudante de pos-graduacdo, ou autor qualquer, néo
proceder as emendas sugeridas a grafite, deixando de fazé-las, por desidia ou
mesmo por nao aceita-las, de modo a permanecerem as incorregdes indicadas.

3. Podem ocorrer modificagdes em parte do escrito revisado, a instancias do
orientador ou mesmo ao talante do autor, sem a audiéncia do revisor, 0 que o
exime — é claro — da responsabilidade sobre a porcéo alterada

4. Frequentemente, pessoas envolvidas com o texto (autor, orientador etc) fazem
referéncia a erros “deixados” pelo revisor, porém, em geral, ndo os indicam. Neste
caso, & de bom alvitre a leitura destes pontos, bem como €& necessario que
apontem claramente ao dono do escrito onde se encontram os defeitos, para que,
existindo, sejam sanados.

5. Também €& muito recorrente acontecer de o “erro” apontado nao se tratar

realmente de erro, restando equivocado quem o “encontrou”. E preciso entender-

se que o Portugués e uma lingua bastante escorregadia — porque riquissima — e

nem todos conhecem seus meandros nem se utilizam dos seus guase ilimitados

recursos. A lingua culta, em que €& vazado o escrito didatico-cientifico, & bem

diversa da fala coloquial. Assim, por exemplo, ndo se ha de empregar termos e

expressOes do jargao popular, admissiveis noutros contextos de fala que nao a

comunicacao cientifica (estagio, que é treinamento, em vez de estadio, fase,

periodo, quadra); ao inves, que significa ao reverso, ao contrario, ao revés, no
lugar de em vez; dtica, palavra vinculada a audigdo, trocada por Optica,
perspectiva, visao, modo de enxergar etc. etc.). Recomendo a leitura de A Escrita

Académica: acertos e desacertos (BARRETO, J. A. Esmeraldo & MESQUITA,

Vianney. Fortaleza: Casa de José de Alencar/UFC, 1997).

Certifique-se, pois, se existe, na verdade, o erro, se esta absolutamente certo do

erro Indigitado. Manda a prudéncia: na duvida, ndo afirme. Assim, ndo estara

abalando, em vao e desassisadamente, a idoneidade publica do profissional de

revisao textual I
Muitas vezes, o trabalho chega incompleto para ser revisado, faltando elementos |

pré e pos-textuais (sumario, resumo, referéncias bibliograficas etc), de crucial !

relevancia para o acerto do todo, e partes muito passiveis da ocorréncia de |
enganos. Entdo, acontece de o autor apresta-los, a posteriori, contendo
desacertos, imputando-se o agravo ao revisor inculpe. @6 i ol 200 !

———
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7. Convém atentar para o importante fato de que no impende ao revisor, via de |

regra, abonar conceitos ou falsea-los. Se ele for portador do preparo suficiente |
para fazé-lo, ndo ha duvidas de que é excelente auxilio para o autor Caso ndo o
faga, porem, nao se ha de inculpa-lo pelos enganos de quem escreveu, pois no
tem essa obrigacéo Desse modo, chamo a atencao dos produtores de texto, a fim
de que procurem, para corrigir seus ensaios e outros escritos, pessoas com a |
devida prontidao intelectual para opinar desfavoravelmente no tocante a conceitos |
equivocados, tendo-se sempre em conta a nogdo de que a responsabilidade total

e final sobre a propriedade ou ideacdo falaciosa & evidentemente, de quem
assinou o texto, bem como de seus orientadores.

8. O revisor ndo pode ser responsabilizado pela correcéo das normas técnicas nem

pela propriedade das notagbes bibliotécnicas (referéncias, classificagéo,
catalogagao na fonte, numeragdo progressiva etc), porquanto, legalmente, &
defeso a ele fazer este trabalho, privativo que é do profissional bibliotecario: a nao
ser que ele o seja

9. As citacées, embora, evidentemente, o revedor seja obrigado a ler (para

entender o contexto do escrito e cotejar os dados da mencdo com os das
referéncias bibliograficas), ele ndo pode modificar. Sucede, porém, de, ndo em
raras ocasides, o profissional ser chamado a responsabilidade pelos deslizes dos
autores citados, mesmo que, nas mais das vezes, N30 sejam realmente deslizes.
E muito comum, ainda, atribuirem-lhe os erros dos discursos orais — gravados e
transcritos — dos sujeitos da pesquisa, 0 que & um despropésito, mas serve para
desabilitar o revisor.

10. Os revisores textuais, salvo pacto diverso entre estes e os autores, nao podem

responder por palavras, expressoes nem citagbes maiores expressas em lingua
estrangeira.

11.No meu caso (professor Vianney Mesquita), as indicacdes de emenda sio

procedidas a grafite, principalmente para oferecer oportunidade de o consulente
aceita-las de pronto ou delas discordar, no momento em que se faz necessaria
uma audiéncia dos dois, um téte-a-téte para explicagao e debate das modificacdes
efetivadas. O conserto direto no disquete ou cd dificulta grandemente este
entendimento.

12 Ha mais de vinte anos elaborando trabalhos de correcio de textos académicos e

outros escritos, tenho por costume justificar minhas intervencées no verso da
pagina escrita, de sorte que, nos ensaios futuros, o consulente possa espelhar-se
nessas indicacdes para conformar seus discursos

13. Faco remissdo ao item 11 e sugiro, em casos mais comentados e controversos,

que o estudante terminal de pos-graduacéo /alo e stricto sensu, ou qualquer outra
pessoa, seja instado a conduzir a versao corrigida a grafite, a fim de suprimir
duvidas, pois ali estao aduzidos os miotivos das correcdes procedidas

14 Expresso, por fim, a probabilidade ampla de o revisor (humano, mortal e

imperfeito) falhar nos seus cuidados e deixar, ilesos de conserto, erros e mais
erros, do que estao eivadas a vida e a ciéncia, na visdo de que, porém, nao se ha
de fechar a porta a todos os erros sob pena de a verdade também ficar de fora,
conforme lembra o poeta indiano Rabindranah Tagore

Espero que, apos a leitura desses catorze pontos, sejam reduzidos os embaracos
e objecoes relativos ao assunto. exatamente pela falta deste entendimento
Obrigado pela atencao,

Vianney Mesquita
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Anexo 3- Comprovante de aceito do Capitulo I

Ciéncia Animal

Fortaleza, 13 de outubro de 2009

DECLARACAO

Comunico que o artigo de revisao de literatura intitulado “Vacinas contra lentivirus
animais”, de autoria de Tania Valeska Medeiros Dantas, Suzana Aparecida Costa
de Araujo, Aracely Rafaelle Fernandes Ricarte, Edmara Chaves Costa, Jean Berg
Alves da Silva, Valeska Shelda Pessoa de Melo, Aryana Lushese Vasconcelos de

Lima Feitosa & Maria Fatima da Silva Teixeira, foi aceito para publicacao na revista
Ciéncia Animal em seu volume 19 (ano 2009).

Diana Magalhaes de Oliveira

Editora-Chefe — cianimal@uece.br
Ciéncia Animal (ISSN 0104-3773) — www.uece.br/cienciaanima
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ANEXO 4- Comprovante de publicagdo do capitulo II

= Archlves of Virology: Submission Confrmatlon for Cloning and expression of the recombinant protein (p28) from Caprlne Arthrlt

: ArchVirol Editorial Office <Maryrose.Remobatac@springer.coms= dicionar a corn C 1VES O Vll‘OlOgy Outubro 25, 201
Para: taniavet@yahoo.com.br
Dear Ms. Dantas,
Your submission entitled "Cloning and expression of the recombinant protein (p28) from Caprine Arthritis-encephalites virus" has been received by journal Archives of Virology

*You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager as an author. The URL is hitp//avirol edmar com/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Archives of Virology

Editorial Manager(tm) for Archives of Virology

Manuscript Draft

Manuscript Number:

Title: Cloning and expression of the recombinant protein (p28) from Caprine Arthritis-
encephalites

virus

Article Type: Original Article

Corresponding Author: Ms. Tania Valeska Medeiros Dantas, M.D.

Corresponding Author's Institution: State University of Ceara

First Author: Tania Valeska Medeiros Dantas, M.D.

Order of Authors: Tania Valeska Medeiros Dantas, M.D.; Rodrigo Maranguape S Cunha,
M.D.; Maria Fatima S Teixeira, PhD; Maria Gleiciane Q Martins, student biology; Roberta
Lomonte L Brito, M.D.; Aryana L V L Feitosa, M.D.; Suzana A. C Aradjo, PhD; Valeska
Shelda P Melo, PhD; Cinthia M M Caminha, student veterinary medicine; Igor C Barroso,
student veterinary medicine; Apoliana S Rodrigues, Graduated; Daniel Brito, Graduated;
Raymundo R Pinheiro, PhD; Alice Andrioli, PhD

Abstract: Caprine Arthitis-Encephalitis virus is lentivirus responsible for causing a chronic,
debilitating disease in goats. The objective was production the recombinant protein p28 of
caprine lentivirus and expression em E.coli. The gene coding for the major core protein (p28)
the caprine lentivirus was subcloned in pET32b plasmid e expression in E. coli BL21 for
induction by 0,5, 1 e 3 mM of Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside for until 5 hours and at
37°C and room temperature. Realized desnaturing electrophoresis and immunoblotting to
analised expression. The best condition to expression p28 recombinant was room temperature
and 1mM Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside after 2 hours of induction.
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Anexo 5- Comprovante do revisor do inglés

Declaro para os devidos fins que eu, Adnienne Elizabeth Hurley, britanica residente

permanente no Brasil, Registro Nacional de Estrangeiro W 671367-1, CPF 869254159-

[y
o
e
o+
@
-
o

p28 recombinante do virus da Artrite Encefalite Caprina”, e também o resumo da tese,

ambos da autoria da Tania Valeska Medeiros Dantas.

%/@*“"’{"’\

Adrienne Elizabeth Hurley
12 de janeiro 2010

Rio Verde, GO
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