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INTRODUCAO
O virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) e o virus Maedi Visna (MVV) sdo comumente

chamados de lentivirus de pequenos ruminantes (LVPR). Esses virus pertencem a familia
Retroviridae, estdo relacionados genética e antigenicamente e causam doencas crbnicas e
progressivas em caprinos e ovinos, levando a perdas econdmicas. A transmissao interespécie dos
virus, pode ser preocupante devido a possibilidade de recombinacéo entre amostras ovinas e caprinas
cujas consequéncias sdo desconhecidas (SOUZA et al., 2012). Tornando-se necessario cada vez mais
o estudo da biologia molecular desses virus a fim de entender como eles se comportam para buscar
meditas efetivas de controle das doencas. A analise protedmica soroldgica (serological proteome
analysis - SERPA) é um método que inclui eletroforese bidimensional (2D) com uma analise por
Western Blot (WB) a fim de caracterizar proteinas imunorreativas, ou seja buscar uma rapida
caracterizacdo de antigenos, formando um perfil proteico-imunogénico (FALISSE-POIRRIER et al.,
2006). SERPA associada ao sequenciamento das proteinas por espectrometria de massas é uma
estratégia Gtil que possibilita identificar proteinas que induzem imunidade protetora ou que
desencadeiam respostas imunolédgicas com valor diagnostico (SEYFFERT et al., 2011). Com isso
objetivou-se delinear o perfil proteico-imunogénico caracterizando os epitopos detentores de alto
valor diagndstico do antigeno do virus da Artrite Encefalite Caprina (CAEV) cepa padrdo CAEV
Cork.
METODOS

A producdo de antigeno foi realizada de acordo com Pinheiro et al. (2006). A eletroforese

bidimensional foi realizada de acordo com as instrugcdes do fabricante. Strip de 13cm, pH de 3 a 10

foram reidratadas durante 16 horas e entdo submetidas a focalizacéo isoelétrica por cerca de seis



horas. As strip foram equilibradas primeiro com solugdo contendo ditiotreitol (DTT) e depois com
lodoacetamida (IAA), cada etapa por 15 minutos sob leve agitacdo. A eletroforese ocorreu em gel de
poliacrilamida (12,5% - SDS PAGE). Dois géis foram corados com azul de Comassie para a
visualizagdo das proteinas e outros dois foram submetidos a transferéncia passiva das proteinas para
uma membrana de nitrocelulose para a realizagdo do WB. A membrana foi bloqueada com PBS
Tween (PBS-T) a 0,3%, por 60 minutos, depois lavada trés vezes cada lavagem por cinco minutos. O
soro positivo foi diluido na proporc¢éo de 1:50 incubando a membrana por 30 minutos. Apés 0 soro,
procedeu-se as lavagens e entdo foi adicionado o conjugado. A membrana foi revelada com
diaminobenzidine (DAB), 4-cloro-naftol e peréxido de hidrogénio. Os geis foram analisados no
software Image Master™ 2D Platinum 7.0. Para a espectrometria de massas foram selecionados 8
spots em duplicata, baseando-se no resultado do WB. Os fragmentos dos géis foram tratados de
acordo com a metodologia descrita por Shevchenko et al. (2006). Os peptideos eluidos de gel apds
tripsinizacdo foram secos e suspensos em 10 pL de &cido formico 0,1% (v/v) em &gua. Apos a eluicdo
as amostras foram analisadas com o equipamento MicroMass Q-ToF Micro acoplado a cromatdgrafo
liquido de ultraeficiéncia nanoAcquity (UPLC). Utilizou-se analisador Tempo de Voo (Time Of Flight
— TOF) e ionizacdo por eletronebulizacdo (Electrospray lonization-ESI). Os dados brutos gerados
pelo software MASSLYNX foram analisados junto ao software MASCOT Distiller, utilizando como
referéncia o ion de m/z 784,823 presente na solucdo calibrante. Os dados processados gerados (.mgf)
foram analisados em uma cépia local do servidor MASCOT, utilizando como banco de dados as

entradas presentes no Swissprot (versao 2014-03) total ou referentes ao virus CAEV.

RESULTADOS E DISCURSOES

A dosagem de proteinas totais do antigeno de CAEV Cork foi de 18,53ug. Para a reidratacédo
da strip foi utilizado 250ug de proteina. De acordo com a analise realizada com o programa Image
Master™ 2D Platinum 7.0 a reprodutibilidade dos géis de CAEV Cork foi de 0,801 obedecendo a
equacéo de correlacdo 0,572*x + 0,0346. Foram contabilizados 12 spots em consonancia para os dois
géis. O valor do ponto isoelétrico (pl) variou de 3,2 a 7,7 sendo que, apenas um spot apresentou pl
no valor de 9,4-9,7. O peso molecular variou de 15KDa a 81KDa. No gel de referéncia foi
determinado cinco spots, com peso molecular em torno de 24,7KDa a 29KDa, destes, trés spots foram
comuns as duplicatas, provavelmente referentes a proteina imunogénica p28. Ambos 0s geis
apresentaram concomitantemente spots referentes as proteinas pl9 e pl5. A realizacdo do WB

demonstrou quatro proteinas para p28 e duas para p15 (figura 1). De acordo com a linearidade da



disposi¢do dos spots comparando os géis com o resultado de WB foram selecionados oito spots para
a espectrometria de massas. Alguns spots revelados pelo WB ndo ponderam ser localizados com
precisdo no gel corado com o azul de Comassie e, portanto, ndo foram enviados para a anélise de

espectrometria de massas.
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Figura 1. A: Gel da Eletroforese 2D de antigeno de CAEV Cork, os circulos indicam os spots

identificados com precisdo no gel e enviados para a analise de espectrometria de massas.

B: Western Blot 2D, setas indicam marcacéo dos spots referentes a proteina p28 e p15.
Dos oito spots selecionados apenas trés apresentaram sequencias compativeis com proteinas do
CAEV. Os spots 1 e 2 foram identificados com banco de dados total de organismos e o spot 3
identificado apenas para o banco de dados de virus (tabela 1). Os outros spots apresentaram
sequencias de proteinas de soro fetal bovino derivado do meio utilizado para cultura de células. Pode-
se observar nos relatérios gerados pelo MASCOT, para as proteinas sequenciadas do spot 1 e 2,
compatibilidades com proteinas de CAEV e do MVV (amostra sequenciada do Sul da Africa). O spot
1 também relacionou-se com outras amostras de MVV: K1514 e KV1772, com score de 156. Esses
dados demonstram a similaridade da resposta imunolégica gerada pelos virus CAEV e MVV,
apresentando a proteina p28 como a que € responsavel pela principal resposta imune no animal.
Estudos também demonstram a semelhanca genética entre os LVPR tal como o apresentado por
Feitosa et al. (2010), o qual analisa a genética de cepas padrdes e cepas isoladas do Nordeste
Brasileiro. Observa-se que as sequencias obtidas neste estudo (tabela 1), compativeis com amostra
CAEV Cork apresentada por Saltarelli et al. (1990), estdo inseridas na sequencia total da proteina

traduzida pelo gene gag e correspondem as regides especificas de cada proteina. O spot 3 refere-se a



proteina da matrix p16 compreendido na regido de 1 a 146 aminoé&cidos, enquanto os spots 1 e 2
referem-se a proteina do capsideo p25 (p28) com os aminoacidos compreendidos entre 147 a 358,
tratando-se de regides que possuem maior afinidade ao anticorpo. Essas regides podem ser alvo de

futuros estudos desses potenciais imunoproteicos.

Tabela 1. Proteinas imunogénicas do virus da artrite encefalite caprina amostra padrdo Cork
identificados por ESI-Q-TOF MS/MS.

Spot/ Descricéo da 8D/ PMs(Da) MASCOT  Coverage Sequéncia peptidica lon
proteina NCBI I°pl /Score (%) Score
(%)
K. AVDSVMFQQLQTVA
MQHGLVSEDFER.Q + 2 57
Oxidation (M)
R.QLAYYATTWTSK.D 75
Spot 1.1/ Gag polyprotein - gi|462152 50732/ 526 29 K.DILEVLAMMPGNR.A 55
Caprine arthritis 9.19 + 2 Oxidation (M)
encephalitis virus (strain
Cork) GN=gag
R.NNPPPPAGGGLTVDQ 43
IMGVGQTNQAAAQAN
MDQAR.Q
+ 2 Oxidation (M)
R.LLEAIDAEPVTQPIKD 87
YLK.L
K.LTLSYTNASADCQKQ 19
MDR.T + Oxidation (M)
R.DVGSEGFK.M 24
R.QLAYYATTWTSK.D 75
Spot 1.1/ Gag polyprotein - gi|120879 51259 158 14 K.DILEVLAMMPGNR.A 55
Ovine maedi visna related /9.21 + 2 Oxidation (M)
virus (strain South Africa)
GN=gag
R.QNPPGPNVLTVDQIM 4
GVGQTNQQASQANMD
QAR.Q + Oxidation (M)
R.DVGSEGFK.M 24
R.QLAYYATTWTSK.D 78
K.DILEVLAMMPGNR.A 67
+ 2 Oxidation (M)
Spot 2.1/ Gag polyprotein - gi[462152  50732/9.19 410 24 R.NNPPPPAGGGLTVDQ 29
Caprine arthritis IMGVGQTNQAAAQAN
encephalitis virus (strain MDQAR.Q
Cork) GN=gag +2 Oxidation (M)
R.LLEAIDAEPVTQPIKD 66
YLK.L
K.LTLSYTNASADCQK. 80
Q
R.VQQASVEEKMQACR. 4
D + Oxidation (M)
R.QLAYYATTWTSK.D 78
K.DILEVLAMMPGNR.A 67
+ 2 Oxidation (M)
Spot 2.1/ Gag polyprotein - gi120879  51259/9.21 170 16 R.QNPPGPNVLTVDQIM 21

Ovine maedi visna related
virus (strain South Africa)
GN=gag

GVGQTNQQASQANMD
QAR.Q + Oxidation (M)



R.VQQASVEEKMQACR. 4
D + Oxidation (M)

K.RDYPELEK.C 25
Spot 3/ Gag polyprotein - gi|462152  50732/9.19 19 7 K.TLDYMFEDHKEEPW 4
Caprine arthritis TK.V + Oxidation (M)
encephalitis virus (strain
Cork) GN=gag
K.DGLLEQEEKK.E 19

aNUmero de acesso da proteina (NCBI). PValor tedrico de massa molecular (Ms). “Valor tedrico de
ponto isoelétrico (pl).

CONSIDERACOES FINAIS

Caracterizou-se a similaridade proteica entre os virus CAEV e MVV. A proteina do capsideo
p28 caracterizou-se por peptideos com ponto isoelétrico distintos que respondem aos anticorpos
virais, é a principal proteina que desencadeia resposta imunoldgica, sendo chave para o avanco das

descobertas em relagcdo a CAE e MV.
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