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RESUMO

A anemia infecciosa equina (AIE) é uma doenca de dificil controle, caracterizada por uma
ampla variedade de sinais clinicos que surgem em ciclos recorrentes e dinamicos. De acordo
com a legislagdo brasileira, animais positivos no exame sorolégico Imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) devem ser sacrificados, existindo, portanto, uma relagdo de dependéncia entre o
diagnostico e o controle da doenca. Por questdes relacionadas as caracteristicas da infeccdo e
resposta imunologica peculiar a AIE, este teste pode ndo ser capaz de detectar animais recém-
infectados. Tendo em vista que o IDGA tem papel decisivo no destino do animal testado,
estuda-se a possibilidade de complementacdo do diagndstico com ELISA. Diante deste
cenario, em um estudo anterior, foi desenvolvida a proteina p26 recombinante (rp26) do
VAIE, produzida na levedura Pichia pastoris, vislumbrando seu uso como antigeno em
imunoensaios. A finalidade do atual estudo foi testar o antigeno produzido no IDGA, ELISA
e Western blot bem como padronizar um ELISA indireto (iELISA) utilizando a proteina rp26
do virus da anemia infecciosa equina (VAIE) como antigeno, e ainda compara-lo com o teste
padrdo IDGA. Em todos os imunoensaios referidos foi possivel identificar a funcionalidade da
rp26 como antigeno. Apds a analise de 101 soros de animais IDGA-positivos e 704 IDGA-
negativos no novo iELISA, foi observada uma excelente concordancia (kappa=0,9) entre os
testes. O ponto de corte (15%) foi selecionado pela observacdo da distribuicdo dos valores
relativos das densidades Opticas das amostras IDGA-positivas e IDGA-negativas. A
sensibilidade e especificidade relativas foram de 97% e 97,9%, respectivamente. Os 6timos
resultados encontrados com o uso da rp26 como antigeno no IiELISA possibilita a
consideracdo de uma nova alternativa de diagnostico para AIE.

Palavras-chave: Imunodiagnostico, AIE, ELISA, IDGA, proteina capsidial.



ABSTRACT

Equine infectious anemia (EIA ) is a difficult control disease, characterized by a wide variety
of clinical signs that appear in recurring and dynamic cycles. According with Brazilian law,
positive animals in the agar gel immunodiffusion (AGID) must be sacrificed, therefore, there
is a dependency relationship between diagnosis and disease control. For reasons related with
peculiar characteristics of the infection and immune response EIA, this test may not be able to
detect newly infected animals. Considering that the IDGA has a decisive role in the fate of the
animal tested, we study the possibility of complementing the diagnostic with the ELISA. In
this context, in a previous study, we developed the recombinant protein p26 (rp26) from
VAIE, produced in yeast Pichia pastoris, aiming their use as antigens in immunoassays . The
purpose of the current study was to test this antigen in AGID, ELISA and Western blot,
standardize an indirect ELISA (iELISA) using the rp26 protein from equine infectious anemia
virus (EIAV) as antigen, and also compare it with the pattern test. In all these immunoassays
was identified the functionality of the RP26 antigen. After analyzing 101 AGID - positive sera
from animals and 704 AGID - negative at the new IELISA, was observed excellent
concordance (kappa=0,9) between tests. The cutoff point (15%) was selected by observing the
distribution of the relative values of the optical densities of the samples IDGA -positive and
negative. The relative sensitivity and specificity were 97 % and 97,9 %, respectively. The
excellent results using the rp26 as antigen in IELISA enables the consideration of a new

alternative diagnostic for EIA.

Key words: Immunoassay, EIA , ELISA, AGID, capsid protein.
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1. INTRODUCAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) € causada por um lentivirus da familia Retroviridae,
que provoca consideravel desordem no sistema hematopoiético de equideos e estd
mundialmente distribuida. Seu agente etioldgico, o virus da Anemia Infecciosa Equina
(VAIE), caracteriza-se por provocar ampla variedade de sinais clinicos, podendo apresentar
diferentes estagios de infeccdo em ciclos recorrentes e dinamicos. Esta virose € transmitida
por insetos hemat6fagos e considerada endémica no Brasil. O diagndstico oficial preconizado
pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) realiza-se através do teste
de Imunodifusdo em gel de agar (IDGA). Animais positivos devem ser eutanasiados de
acordo com a legislacdo vigente, fato que justifica a grande preocupacdo e vigilancia da
doenca.

O IDGA possui elevada especificidade e é econdmico, no entanto, niveis de anticorpos
séricos ndo sdo detectaveis neste teste até os primeiros quarenta e cinco dias do inicio da
infeccdo. Esta janela imunoldgica pode produzir resultados falso-negativos, o que pode
contribuir significativamente para a manutencdo da enfermidade nos rebanhos, uma vez que
0s animais infectados sdo permanentes fontes de infeccéo.

As consequéncias sdo grandes prejuizos aos proprietarios e restricGes de acesso ao
mercado internacional. O rebanho equideo, que abrange equinos, asininos e muares é
estimado em 8 milhGes de cabecas no Brasil (IBGE, 2010). Os animais séo utilizados em
atividades agropecudrias, militares, esportivas, recreativas, no transporte de pessoas e
produtos, e até no tratamento de doengas humanas, atraves da equoterapia. A AlE € hoje um
grande obstaculo para o desenvolvimento da equideocultura, por se tratar de uma doenca
incuravel e sem previsdo de vacina disponivel até o0 momento.

Os primeiros anticorpos que aparecem no sangue do animal infectado sdo contra as
glicoproteinas de superficie do VAIE (gp45, gp90), sendo detectados nos primeiros dias de
infeccdo. Entretanto, estas proteinas sofrem modificagcdes na sua conformacéo, o que promove
um temporario escape do agente viral frente as células de defesa do animal. O segundo grupo
de anticorpos detectaveis se da contra a proteina p26 do VAIE. Esta proteina é bastante
imunogénica e bem conservada entre as diversas cepas virais de localizacdes geogréaficas

diferentes. No exame soroldgico IDGA, a resposta imunoldgica estd eminentemente voltada
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contra a proteina p26 do VAIE. No ELISA, dois dos trés kits comercializados para
diagnostico de AIE nos EUA utilizam apenas a p26 como antigeno.

O ELISA é um teste mais sensivel que o IDGA, facil de ser executado, passivel de
automacdo e possibilita o exame de grande ndmero de amostras utilizando minimas
quantidades de reagentes. Variacfes nos ensaios de ELISA como a utilizagdo da proteina G
podem minimizar reacdes de background e resultados falso-positivos que ocorrem devido a
baixa especificidade do teste. Um ELISA utilizando gp90 recombinante foi desenvolvido por
REIS (1997) e demonstrou ser mais eficiente do que o ELISA com antigeno p26 (SILVA et
al., 2003), pois detectou anticorpos mais precocemente. O teste apresentou boa correlagcdo
com os resultados do IDGA e foi recomendado como teste de triagem em levantamentos
soroldgicos (MARTINS, 2004). Outros pesquisadores também vém desenvolvendo diferentes
antigenos recombinantes para serem utilizados em ELISAs (PIZA et al., 2007; REIS et al.,
2012; COUTINHO et al., 2013).

Em consonéncia com os preceitos da bioética e da biosseguranca, a producdo de um
antigeno recombinante pode eliminar o uso de células animais e reduzir a quantidade de soro
controle positivo que € colhido de equino naturalmente infectado pelo VAIE. Isto implica uso
de menor nimero de animais, o0 que esta de acordo com as normas de bem-estar animal; e na
manipulacdo menos frequente de células e individuos infectados pelo virus. A AIE apesar de
ndo ser considerada zoonose, deve ser objeto de atencdo, uma vez que seu agente causador €
um virus altamente mutavel. Adicionalmente, sistemas recombinantes podem produzir
proteinas com boa atividade biolégica de maneira mais rapida e menos laboriosa que a
producéo de antigenos por cultivo celular.

O sistema de expressdao em que se utilizam celulas da levedura Pichia pastoris como
hospedeiras do DNA exd6geno e replicadoras do DNA recombinante é considerado eficiente e
com uma excelente relagdo custo/beneficio. Além disso, estas leveduras séo consideradas ndo
patogénicas para mamiferos, 0 que constitui uma caracteristica bastante desejavel para
imunodiagnosticos.

No intuito de contribuir com o controle da enfermidade, pioneiramente, realizou-se um
estudo anterior onde foi produzida a proteina p26 recombinante (rp26) do VAIE produzida na
levedura P.pastoris vislumbrando seu uso como antigeno em ensaios imunologicos. No atual

estudo descrevem-se 0s objetivos a seguir.
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1.1 Objetivo geral

Estudar o potencial da proteina rp26 produzida em P. pastoris como antigeno em
imunoensaios no diagnostico da AIE, bem como desenvolver e avaliar um ELISA indireto

(iELISA) utilizando o antigeno produzido.

1.2 Objetivos especificos

1.2.1. Testar o antigeno rp26 no IDGA, ELISA e immunoblots.

1.2.2. Padronizar o iELISA.

1.2.3. Avaliar o iIELISA comparando-o com o teste padréo IDGA.

2 REVISAO DE LITERATURA

Antes de iniciar esta secdo sdo necessarios alguns esclarecimentos quanto a organizagdo
da mesma. No trabalho de Mestrado (COUTINHO, 2011) foi descrita revisdo bibliogréfica
detalhada sobre os diversos temas envolvidos nestes projetos. Portanto, somente temas
complementares envolvidos no projeto de doutorado serdo abordados. Parte dos textos
elaborados na dissertacdo foi utilizada para compor a revisdo bibliografica sobre AIE,
presente nesta tese. Além desta revisdo, a outra publicacdo prevista é a padronizacdo e
avaliacdo do IELISA.

Para melhor situar o leitor, descreve-se os principais resultados obtidos no Mestrado, a
saber: sintese do gene p26 do VAIE otimizado para expressdao na levedura P. pastoris;
clonagem no vetor de expressdao pPICZaA; selecao dos clones quanto a presenga do cassete
de expressio pPICZaAp26 integrado ao genoma da levedura por PCR de col6nia; mini-
inducdo e imunodeteccdo da proteina heter6loga a partir do sobrenadante, através de Dot Blot,
contra anticorpo anti-HIS; selecdo de clones que apresentaram reacdo mais intensa para seus

cultivos em maiores volumes. A partir destes resultados iniciou-se o trabalho de Doutorado.
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2.1. Caracterizagao e mecanismos virais

A analise de VAIE por microscopia eletronica revela particulas virais ovais ou circulares
com cerca de 115 nm de diametro. O nucleo lentiviral é tipicamente cnico e envolto por uma
matriz proteica delimitada por membrana lipidica, contendo numerosas projecfes de 6-8 nm
(MATHEKA et al., 1976; WEILAND et al., 1977; COOK et al., 2013) (fig.1). O RNA do
VAIE é pequeno e geneticamente simples, composto por trés genes codificantes para
proteinas estruturais e ndo estruturais (gag, pol e env) e por trés fases abertas de leitura que
codificam proteinas de regulacdo do VAIE (tat, rev e S2) e por sequéncias terminais repetidas
longas (LTRs) que sdo ponto de partida para o inicio da transcrigdo. A montagem das
proteinas gag é essencial no ciclo de replicagdo do virus, pois estd relacionada a fase de

brotamento das novas particulas virais na célula hospedeira.

Virus cpoosv = B
gp45 (TM) ! f.‘.‘. \‘ Membrana
&\ o
@)
@

Nucleocapsideo d

Matriz
RNA viral

Integrase
Transcriptase reversa

Figura 1. Modelo de particula viral apresentando provaveis localizagbes das mais importantes
estruturas antigénicas do VAIE.
Fonte:Traduzido a partir de Cook et al. (2013).

A poliproteina precursora Pr55gag de 55 Kilodaltons (KDa) é clivada pela protease viral
do virion maduro em quatro principais proteinas estruturais internas nao glicosiladas: p15
(transmembrana), p26 (capsideo), pll e p9 (nucleocapsideo) (fig.2). A Pr 55 codifica
unidades de montagem e brotamento do virus, e as pequenas regides de transcri¢do tardia
codificam proteinas que mediam a capacidade daquelas estruturas proteicas se ligarem a
membrana celular e induzirem a etapa final de segregacdo e fixacdo da particula viral
nascente. O brotamento do virus na célula hospedeira exige cisdo da membrana (STEPHENS
et al., 1986; HUSSAIN et al., 1988).A clivagem do precursor Pr180 gag/pol produz o gene

pol, que codifica proteinas com diversas atividades enzimaéticas, incluindo a transcriptase
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reversa (p66), uma protease viral (pl2) para o processamento das proteinas, uma dUTPase

(p15) essencial para replicacdo do VAIE em macrdfagos, e ainda uma integrase (LEROUX et

al., 2004).

A organizacdo geral do gene env é semelhante a descrita para outros retrovirus onde sao

codificadas glicoproteinas de superficie (gp90) e transmembrana (gp45), que também montam

a estrutura antigénica do VAIE. A gp90 pode interagir com receptores de membrana ainda

desconhecidos e ser altamente glicosilada. Esta glicoproteina é submetida a uma rapida

“evolugdo” durante o curso da doenga, fato que pode estar relacionado a natureza periddica da

doenca, onde a producdo sequencial e liberacdo de novas cepas antigénicas do virus

promovem 0 escape temporario do agente viral frente a atuacdo do sistema imunoldgico

(MONTELARO et al., 1982; LEROUX et al., 2004).
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Figura 2. Organizacdo gendmica proviral (VAIE).
Fonte: Cook et al. (2013). Adaptado.
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As LTRs contém trés segmentos:U3 (3’ end, Unico), R (repetido) e U5 (5°, end, unico). O
U3 contém varios segmentos importantes para transcri¢do viral. Os promotores lentivirais s&o
regulados pelo DNA celular que interage com motivos especificos sobre as LTRs. A atividade
transcricional das LTRs € basal e sua ativagdo esta sob controle de tat, que é um transativador
de transcricdo de proteinas (CARVALHO e DERSE, 1993).

A replicacdo viral ocorre em duas fases, a primeira inicia-se pela interacdo da
glicoproteina de superficie do virus com receptores especificos nas células alvo, que neste
caso sdo os macrofagos ou mondcitos. Interacdes com receptores lentivirais celulares equinos
1 (ELR1) tém demonstrado serem as responsaveis pela interiorizacdo do virus. O evento de
ligacdo desencadeia a fusdo da membrana viral com a membrana plasmatica e a partir dai a
internalizacdo do virus em um endossomo. Nos virus endocitados, eventos endossomais
subsequentes levam a fusdo da membrana viral com a vesicula, liberando particula do nicleo
para o citoplasma. As células utilizam vérios mecanismos de endocitose para pegar oS
nutrientes de seu ambiente e 0 virus usurpa estes mecanismos de internalizacdo (ZHANG et
al., 2005).

A segunda fase envolve a sintese e processamento de mMRNAs e proteinas virais. Nas duas
fases o virus se utiliza da maquinaria celular de transcricdo e processamento de mRNAS.
Dentro da célula o virus € parcialmente desnudo e 0 RNA viral é copiado pela transcriptase
reversa gerando uma fita dupla do DNA do genoma do VAIE. O DNA proviral é entdo
integrado ao genoma celular pelas porcdes terminais dos LTRs, mediado pela integrase viral
(FLORES, 2007).

Os promotores lentivirais sdo entdo regulados pelo DNA de ligacdo celular que interage
com motivos especificos sobre as LTRs. O promotor do VAIE é regulado positivamente por
um elemento rico em purina 1 (PU1) (CARVALHO e DERSE., 1993). A expressdo de PU1 é
normalmente restrita ao sistema hematopoiético, sendo absolutamente necessario para a
geracgdo de linfocitos B e macrofagos, destino natural da infecgdo pelo VAIE (LLOBERAS
etal., 1999). Durante os episodios febris o VAIE se replica predominantemente nos
macrofagos maduros no baco, figado, linfonodo, pulmdes, rins e na glandula adrenal
(SELLON et al., 1994; SELLON et al., 1996).

2.2. Variabilidade genética do VAIE
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Desde que foi proposta a hipotese de que os episodios recorrentes de febre ocorridos nos
animais infectados com VAIE estavam associados a sua varia¢do antigénica (KONO et al.,
1973) alguns estudos foram realizados (LEROUX et al., 1997; HOWE et al., 2002,
SPONSELLER et al.,, 2007) com intuito de elucidar mecanismos complexos de escape do
sistema imune realizado por este lentivirus. Os primeiros anticorpos produzidos sdo
direcionados contra as glicoproteinas de superficie, especificamente a gp90, cujos titulos
chegam a ser 102 - 10% mais altos que os anticorpos produzidos contra a p26 (MONTELARO
et al., 1984; ISSEL et al., 1988; O’ ROURKE et al., 1988). No entanto, por uma questdo de
pressdao imunoldgica, estas glicoproteinas sofrem frequentes mudancas no processo de
glicosilacdo o que resulta em mecanismos de escape viral (CHENG-MAYER et al., 1999;
WEI et al., 2003). Associado a isso, 0 processo de glicosilagdo pode simplesmente mascarar
epitopos de neutralizacdo imune, especificamente quando se trata de asparagine-linked
glycans (N-glycans) (KWONG et al., 2002; SPONSELLER et al., 2012). Tais fatos devem ser
considerados quando se define qual proteina devera ser utilizada em ensaios diagnésticos. Por
outro lado estudos utilizando peptideos sintéticos demostraram que na regido carboxi-terminal
(C-terminal) da proteina gp90 do VAIE existem regides altamente conservadas e epitopos
imunodominantes que reagem com anticorpos ndo neutralizantes (PALKER et al., 1988). Ja a
regido amino-terminal, apesar de também apresentar poucas areas de imunodominancia, o
padrdo de reatividade tanto experimental quanto por infeccdo natural, sugere intensa variacao
antigénica e estrutural entre as cepas (PAYNE et al., 1989, COOK et al., 2013).

O segundo grupo de anticorpos detectaveis & especifico para a proteina p26, sendo
observado do décimo ao décimo quarto dia apos a infec¢do, quando atinge rapidamente um
pico de concentragdo, mas, com valores inferiores aos observados para gp90 (MONTELARO
et al., 1993).Do ponto de vista quantitativo a principal proteina viral é a p26, que representa
cerca de 40% do total das proteinas virais. Esta proteina é conservada entre as diferentes
amostras virais avaliadas, diferentemente das glicoproteinas, que sdo passiveis de altas taxas
de mutacdo (CHEN e MONTELARO, 2003; LEROUX et al., 2004). Como s&o proteinas que
ndo sofrem pressdo de selecdo imune tdo intensa quanto as proteinas da regido env, elas
terminam sendo menos propensas a variagdes nas suas sequéncias genéticas (COOK et al.,
2013). A proteina p26 foi considerada bem conservada entre diversas cepas virais de
localizagbes geogréaficas diferentes, com um maximo de 12% de variabilidade entre as

linhagens (ZHANG et al., 1999). Entretanto, alguns estudos mais recentes identificaram
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diferengas significativas nas sequéncias nucleotidicas ao longo do gene gag em diferentes
isolados do VAIE, correspondentes as distintas regides geogréaficas (QUINLIVAN et al.,
2007; BOLDBAATAR et al., 2013). Atualmente, considera-se que, embora haja variacGes
significativas, esta regido génica do VAIE demonstra extensa conservacdo de importantes
motivos estruturais e/ou funcionais (CAPELLI et al., 2011; CAPOMACCIO et al., 2012).

2.3 Patologia e resposta imunologica

Os sinais clinicos da AIE variam de acordo com a dose infectante, viruléncia da amostra
viral e susceptibilidade individual do hospedeiro (SELLON, 1993). A maior parte dos animais
infectados nunca demonstra os sinais clinicos, apesar da infeccdo persistente (ISSEL e
COGGINS, 1979).

O VAIE € o Unico no grupo dos lentivirus que provoca febre aguda inicial entre 40 e 41°
C, com viremia associada, seguida por ciclos recorrentes da doenca e periodo assintomatico
prolongado (COOK et al., 1996). Inicialmente os sinais clinicos sdo brandos e podem passar
despercebidos (SELLON, 1994). A doenca se manifesta clinicamente de diferentes formas,
sendo possivel a reversio de uma forma a outra a qualquer instante. E uma infecgéo
persistente caracterizada por episodios periddicos de febre, hemorragias (McCLURE et al.,
1982), trombocitopenia (CRAWFORD et al., 1996), leucopenia, supressdo transitria da
resposta imunoldgica (NEWMAN et al., 1991) e aumentos significativos nos niveis de cobre
e de enzimas hepaticas (CLABOUGH, 1990). Disturbios hematoldgicos sdo facilmente
identificados através de sinais como palidez de mucosas, hemorragias petequiais, ictericia e
edema nas regides inferiores do corpo (COOK et al., 1996). Disturbios neurolégicos e lesdes
do sistema nervoso central tém sido associados & doenca, podendo ser observados através de
sinais clinicos como perda de peso, depressdo, desorientacdo e andar em circulos
(McILWRAITH e KITCHEN, 1978; McCLURE et al., 1982).

Os sinais clinicos associados com a fase aguda da doenca sdo mediados por citocinas
pré-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e
fator transformador de crescimento b (TGFb), que séo liberados quando as cargas virais
teciduais alcancam niveis limitrofes (COSTA et al., 1997; TORNQUIST e CRAWFORD,
1997; TORNQUIST et al., 1997;SELLON et al., 1999). Uma vez liberada a IL-6 e TNF,
ativa-se a cascata do &cido araquidénico com consequente liberacdo de prostaglandinas E2
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(PGE2), iniciando entdo o quadro febril. Em equinos a trombocitopenia esté associada a a¢do
supressora de TNFa/TGFb em magacariocitos (TORNQUIST e CRAWFORD, 1997). Ja a
anemia esta relacionada a regulacdo negativa da eritropoiese por acdo do TNFa
(MOLDAWER et al., 1989; ZAMAI et al., 2000; DUFOUR et al., 2003; FELLI et al., 2005).
Além disso, eritrocitos revestidos por C3 podem ser submetidos a fagocitose, evento que ndo
sO contribui para a anemia, mas também resulta na presenca de granulos de hemossiderina em
macrofagos do figado, baco e ganglios linfaticos (PERRYMAN et al., 1971; SENTSUI e
KONO, 1987). Cavalos infectados com o VAIE tém suas plaquetas destinadas a destruicdo
por acdo imunomediada. Esses processos resultam em esplenomegalia e hepatomegalia
(BANKS et al., 1972; CLABOUGH et al., 1991).

Durante a fase cronica o titulo do VAIE ndo é estavel, porém, é alto durante os picos
febris. Cada episédio de viremia recorrente tem duracdo média de trés a cinco dias, e 0
intervalo dos ciclos da doenga € irregular podendo variar de semanas a meses. A frequéncia e
a gravidade dos episodios geralmente declinam com o tempo e terminam no primeiro ano,
guando os animais tornam-se geralmente assintomaticos, caracteristica especifica do VAIE,
diferente das demais lentiviroses. Cavalos que estiveram assintomaticos por alguns meses ou
anos podem apresentar episodios de febre ap6s o tratamento com drogas imunossupressivas
(KONO et al.,, 1976). Animais cronicamente infectados apresentam lesGes glomerulares
associadas a deposicdo de complexos antigeno-anticorpo (HENSON e McGUIRE, 1971;
CHEEVERS e McGUIRE , 1985).

Atualmente, ndo se sabe se muares sdo intrinsecamente resistentes a inducdo da doenga
ou se € uma questdo de adaptagdo viral aos equinos, 0 que impediria sua plena replicacao
nestes hibridos (COOK et al., 2001; COOK et al., 2013). No entanto, achados clinico-
patoldgicos e laboratoriais em muares, mostram que tais individuos produzem sinais clinicos
semelhantes ou mais brandos que os observados em equinos (SPYROU et al., 2003). Os
asininos, apesar de serem susceptiveis ao VAIE, podem apresentar baixos niveis de viremia, 0
que poderia explicar o fato de ndo demonstrarem os sinais clinicos da doenca frequentemente
(COOK etal., 2001).

2.4 IDGA
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O IDGA é um método sorolégico amplamente aceito e padronizado internacionalmente,
que se baseia na detecgéo de anticorpos contra a p26 (OIE, 2012). Soros de animais positivos
formam uma linha de precipitacdo visivel a olho nu em agar-gel (fig.3a) decorrente da
formacdo do complexo antigeno anticorpo (COGGINS et al., 1972). O método detecta
anticorpos precipitantes entre 14 e 45 dias pos-infeccdo (ISSEL e COGGINS, 1979). Apesar
da facilidade de execucdo e baixo custo, ndo é um teste rapido, pois a leitura é feita em 48
horas e requer experiéncia (SCICLUNA et al., 2013). Uma reacdo positiva muito fraca
(scorel)é considerada de dificil leitura e pode ser identificada como negativa na rotina de
testes (fig. 3b e 4). Amostras sorolégicas com este perfil podem ser confirmadas em

imunoblots.

Figura 3.IDGA com antigeno viral rp26. Linhas de precipitagdo resultado de reacdo antigeno/anticorpo em
placa de Petri com gel de agarose. (A) Poco central: antigeno rp26; pocos 1, 3 e 5 : soro positivo do Kit
Bruch; pogos 2, 4 e 6: sem amostras. (B) Poco central: antigeno rp26; pocos 1, 3 e 5: soro positivo
(Biovetech) para AIE, ndo diluido, diluido 1: 1,5 e 1:2, respectivamente; po¢os 2, 4 e 6: soro positivo OIE 2x
concentrado, ndo diluido e 2x diluido, respectivamente. Leitura realizada com 48 horas de reacdo. Observacdo
de minima quantidade detectavel (sensibilidade analitica) no poco 6 da figura B.

Fonte: elaborada pelo autor.

Reacoes positivas

KRR

Fig. 4. Esquema de espectro de reacoes sorologicas no IDGA. A graduacdo de 1 a 5 devem ser consideradas
como positivas no IDGA. O score 1 é considerado reacdo positiva muito fraca. Reacdes negativas sdo expressas
como 0.

Fonte: Scicluna et al. (2013). Adaptado.
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2.5 ELISA

Para que os primeiros ensaios de ELISA utilizados no diagnostico da AIE ocorressem,
avancos importantes em diversas areas foram realizados. No comeco dos anos 1950 um
método de mensuragdo proteica foi desenvolvido (LOWRY et al., 1951). Mais de dez anos
depois se iniciaram estudos e ensaios imunolégicos para AIE (KONO e KOBAYASHI, 1966;
HENSON et al., 1969). No inicio da década de 1970 o ELISA foi descrito como método
guantitativo de anticorpos especificos realizado com antigenos adsorvidos em tubos
(ENGEVALL et al., 1971; ENGEVALL e PERLMANN 1972). Neste mesmo periodo foram
realizadas preparacdes de antigenos para diagnostico de AIE (UEDA et al., 1973), bem como
avancos nos métodos de conjugacdo anticorpos/enzimas (NAKANE e KAWAOI, 1974).
Finalmente, em 1982, Voller e colaboradores descreveram o ELISA como técnica indicada
para ensaios virologicos; no mesmo ano relatou-se um ELISA para diagnostico da AlE
(SUZUKI et al., 1982). Desde entdo muitos investigadores trabalharam diversas versdes do
ELISA com diferentes tipos de antigenos, recombinantes ou ndo, para 0 mesmo fim (SHANE
etal., 1984; ARCHAMAULT et al., 1989; PIZA et al., 2007).

O ELISA tem como principio a deteccdo de anticorpos através de reacdo com anticorpo
secundario marcado com enzimas (peroxidase ou fosfatase alcalina). Trata-se de uma técnica
largamente utilizada, que pode sofrer variacbes determinadas pela mudanca de reagentes
utilizados, constituindo diferentes tipos de ELISA, a saber: direto, indireto, sanduiche (com
variagdes), competitivo e multiplex (KONEMAN, 2008).

Uma das variacbes do ELISA que pode ser usada para minimizar resultados falso-
positivos, relacionada a grande sensibilidade do teste, é o uso da proteina G (ZANONI et al.,
1989; LAMBERT et al., 1998) (Fig. 5). Esta proteina € um receptor bifuncional encontrado na
superficie de bactérias como Streptococcus sp. Nativamente tais proteinas possuem grande
afinidade com imunoglobulinas G (IgG) e com soro albumina (KRONVALL et al., 1973;
ELIASSON et al., 1988). A proteina G foi engenheirada para perder seu sitio de ligacdo com
a albumina, que é considerada um importante contaminante para fins diagndsticos. A forma
recombinante da proteina G é comercializada para processos de imunoprecipitacao,
imunodeteccdo e purificacdo de proteinas recombinantes ou ndo, com fins diagnosticos
(NILSSON et al., 1997). No ELISA indireto a proteina G conjugada a enzimas como
peroxidase pode ser utilizada como substituta do anticorpo secundario, se ligando
especificamente as IgG presentes no soro dos animais positivos testados. Outro beneficio do
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uso desta proteina como conjugado no ELISA € a minimizacdo das reacGes de background
(FICAPAL et al., 1995)

1IELISA-Grp26Pp

Antigeno viral

l‘p26 s ssasE
Incubagédo | L
soro-teste }\ BVRgah:
VvV
Anticorpos no 2~
: ‘ soro-teste = . N
AAAD A
Proteina G conjugada A
: L
a peroxidase J Avaape
A
W
N’/ h’v H’I )\',I Anticorpos “‘% @ ,\%\
)\ A /\ ;l‘-. marcados » l % v,
Adigao do ;\
substrato /\
X7
UACAAY o
TRYBUTRY udancga
K KY Y K it
§X43 6343 TTTETTT
Positivo Negativo

Figura 5. Esquema de ELISA indireto (iELISA-Grp26Pp).
Fonte: Flores, 2007. Adaptado.

Respostas imunologicas especificas contra p26 (anti-p26) so se iniciam cerca de 15 dias
pos-infecgdo (d.p.i.), mas ainda ndo sdo detectaveis no ELISA. Somente aos 40 d.p.i. €
possivel detectar imunoglobulinas anti-p26 em equinos imunocompetentes infectados

experimentalmente. Tais titulos chegam ao pico méximo com 3 meses pos-infec¢do e assim
podem permanecer por longos periodos (Fig. 6).
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Figura 6. Cinética da resposta imune adaptativa em infeccdo experimental de VAIE em
equino.Respostas imune humoral relacionado a anticorpos (Ac) neutralizantes: niveis de 1gG Env-especificos
e p26-especificos. Niveis de avidez de imunoglobulina, atividade de linfocitos T citotéxicos (CTL) Env-
especifica e mensuracdo de dependéncia conformacional, também sdo mostrados.

Fonte: Hammond et al., 1997 adaptado por Cook et al., 2013. Traduzido pela autora.

2.6. Utilizacao de Pichia pastoris para producéo de p26 do VAIE

A producdo de proteinas virais obtidas a partir de cultivo celular, além de ter custo mais
elevado, requer um namero de etapas de producdo que pode chegar a ser dez vezes maior que
a producdo de antigenos recombinantes. Adicionalmente, a presenca de proteinas do soro
bovino ou advindas de células do hospedeiro utilizadas para o cultivo, contribui para a
obtengéo de resultados conflitantes em imunoensaios (KIM et al., 1992; LANGEMEIER et
al., 1996).

Em relacdo aos sistemas de producdo de antigenos recombinantes, os que utilizam
células de bactérias Escherichia coli (E. coli) sdo os mais utilizados, pois sé@o considerados
econdémicos. No entanto, oferece certas dificuldades, como ndo processar completamente a
cadeia peptidica sintetizada, o que limita os tipos de proteinas que podem ser expressas nesse
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sistema (MAJERLE et al., 1999).0s dobramentos proteicos incorretos estdo relacionados a
degradacdo da proteina no citoplasma. Células de procariotos ndo possuem grandes
quantidades de chaperonas, cuja funcao € auxiliar o enovelamento proteico encaminhando a
proteina de configuracdo inadequada a degradacdo (COLE, 1996). Assim, muitas proteinas
produzidas neste sistema ndo conseguem desempenhar suas fungdes por erro de
enovelamento. Adicionalmente, altos niveis de expressdo citoplasmatica, comuns em sistemas
que utilizam células de procariotos, promovem a formacdo de agregados proteicos insoluveis
chamados corpusculos de inclusdo (DALY e HEARN, 2005). Além disso, procariotos nao sdo
capazes de realizar algumas modificacBes pos-traducionais importantes como glicosilacéo,
fato que pode alterar a fungdo de certas proteinas (MELDGAARD e SVENDSEN, 1994). Por
outro lado, algumas estruturas proteicas primarias sdo capazes de induzir resposta
imunoldgica, formando complexo antigeno-anticorpo. Assim, torna-se possivel obter
resultados satisfatérios em ensaios imunoldgicos que utilizam proteinas glicosiladas como
antigenos, mesmo sendo produzidas em sistemas de expressao com procariotos (JENKINS et
al., 1996).

A proteina recombinante p26 do capsideo do VAIE proveniente de sintese com
sistema em E.colie purificadafoi observada com duas diferentes formas cristalogréfica. Estas
estruturas foram determinadas e examinadas em detalhe quanto as associacGes oligoméricas e
posicBes de dominio. Uma se caracteriza por cristais cubicos formando tetrameros a partir de
dois pares de dimeros com quatro pontes dissulfeto. E a outra é formada por estruturas
similares a cristais hexagonais de tetrdmeros com dois dominios C-terminais vizinhos, com
seis pontes dissulfeto. As duas formas cristalograficas da proteina ttm em comum uma
interface antiparalela de quatro hélices referente a dois pares de dimeros com dominios N-
terminais. Dois pares de dimeros fracamente associados formam tetrameros em uma das duas
formas cristalogréficas os tetrdmeros sdo ligados através de dimerizagcdo dos dominios C-
terminal (JIN et al., 1999).

O ambiente intracelular tem um carater redutor onde dificilmente ocorre a oxidacao
das proteinas, fato que prejudica a formacdo de pontes dissulfetos, uma vez que estas se
tornam instaveis em ambientes redutores (KADOKURA, 2003). As pontes dissulfetos sdo
muito importantes na manutencdo da estrutura proteica no ambiente extracelular, devendo ser
preservadas para que o enovelamento proteico se mantenha o mais proximo possivel da
estrutura nativa, fato que contribui para atividade bioldgica da proteina (SIDDIQUI et al.,
2005). A producéo de proteinas, que dependem das pontes dissulfeto para a sua estabilidade,
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tem sido considerada dificil em E. coli. O pequeno citoplasma procaridtico prejudica a
formacgdo da ligacdo dissulfeto no compartimento subcelular. Em células eucariéticas tais
ligacGes sdo formadas no ambiente oxidante do reticulo endoplasmatico durante o processo de
exportacdo. Bactérias ndo possuem um compartimento subcelular especializado semelhante,
mas possuem um sistema de exportagdo e atividades enziméticas capaz deformar e controlar a
qualidade das pontes dissulfeto no periplasma oxidante (KADOKURA, 2003). Marco (2009)
relatou o desenvolvimento de estratégias que visavam explorar os mecanismos fisiologicos de
bactérias, a fim de produzir proteinas ligadas por pontes dissulfeto adequadamente
enoveladas.

Mesmo ndo possuindo citoplasma tdo grande e desenvolvido quanto as células de
eucariotos superiores, a levedura Pichia pastoris possui um padrdo de beneficiamento
proteico muito proximo das células de mamiferos, sendo capaz de processar sequéncia sinais,
formar pontes dissulfeto, promover dobramentos e adicionar certos tipos de lipideos e
glicideos a nova cadeia peptidica em formacdo (WHITE et al., 1994). Estas leveduras podem
ser manipuladas por métodos genéticos classicos com capacidade de produzir altos niveis de
proteinas heterdlogas intra e extracelularmente, além de atingir altas densidades em meios de
baixo custo (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). No sistema com P. pastoris a expressao
extracelular é bastante utilizada porque a levedura secreta baixo nivel de proteinas nativas e,
por isto, a purificacdo da proteina heterdloga se faz de maneira simples. A purificacdo das
proteinas de secrecdo extracelular é considerada mais simples do que aquelas de expressao
voltada para o interior da célula (REES et al., 1999).

A importancia da utilizacdo de P. pastoris na biotecnologia foi detalhadamente
caracterizada em Coutinho (2011). Aqui, descrevem-se alguns aspectos importantes ainda ndo
abordados no estudo anterior. Na natureza, P. pastoris além de competir com outros
microrganismos que poderiam ser patogénicos para a planta, pode ainda produzir metabélitos
que inibem a herbivoria e que sdo antagbnicos aos seus competidores, tendo, portanto, uma
relacdo mutualistica com vegetais (PHAFF, 2001). Quanto a relagdo com animais, estas
leveduras ndo sdo consideradas patogénicas, pelo contrario, atualmente sdo estudadas como
probidticos para aves (GARCIA-HERNANDE?Z et al., 2012), imunomoduladores e indutores
de crescimento em suinos (PENG et al., 2014), e ainda como antimicrobiano (FRANCA et al.,
2009).

Diante do exposto, considera-se que o uso de células de Pichia pastoris como sistema de
producdo de proteinas recombinantes é bastante viavel para as aplicacdes deste estudo. Os
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resultados apresentados em Coutinho et al. (2013) demostraram que a rp26 produzida pelo
sistema P. pastoris foi secretada e recuperada por um simples processo de diélise. Relatam
ainda que, mesmo apdés 12 meses de estocagem, a proteina rp26 manteve sua atividade
bioldgica, sugerindo que o ambiente extracelular no qual a rp26 ficou albergada e que 0s
mecanismos de estabilizacdo proteica utilizados foram suficientes na manutengdo desta

bioatividade, para o uso descrito.

2.7 Avaliacdo de métodos diagnosticos

O objetivo desta secdo é o esclarecimento mais detalhado dos conceitos e critérios de
avaliacdo utilizados neste estudo, de acordo com Principios de validacdo de ensaios
diagndsticos para doencas infecciosas da OIE (OIE, 2004).

Para classificar individuos de uma populagdo, referente a presenca ou auséncia de uma
determinada enfermidade, faz-se necessario a utilizacdo de uma prova indireta. No entanto, é
preciso que esta prova seja validada. Esta validacdo tem por objetivo avaliar se a prova
utilizada é realmente capaz de atingir o objetivo a que se propde. Um teste validado pode ser
utilizado para tracar um perfil da situacdo de uma determinada doenga em um pais ou regido,
evitando sua propagacdo. Pode também ter a finalidade de erradicacdo de uma infeccéo,
confirmacdo de diagnoéstico de casos clinicos, estimativa de prevaléncia, estado imunoldgico
ou pés-vacinal do rebanho, ado¢cdo de medidas de controle e classificacdo. Os dois parametros
relativos utilizados para isso sdo a sensibilidade e especificidade, que indicam os individuos
verdadeiramente positivos e 0s verdadeiramente negativos, respectivamente. A validez de
uma prova diagndstica deve refletir sua capacidade de proporcionar resultados mais proximos
da realidade daquilo que se esta avaliando. Para isso, através de uma analise populacional, sdo
requeridas as seguintes informacdes: resultados dos testes durante um determinado periodo de
tempo, resultados de inspeces macroscopicas de necropsias, exames histopatologicos e
provas de isolamento e cultivo laboratoriais. A correlagcdo de todos estes dados, juntamente
com a analise do comportamento da doenga na populacdo estudada, dard subsidio para a
classificacao.

Algumas situacbes sdo capazes de interferir nos resultados das classificacfes
determinando uma margem de erro. As reacles inespecificas sdo as principais causas para a

ocorréncia de falsos positivos. Quanto a classificacdo de individuos falsos negativos, fatores
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como periodo pré-patente, animais em adiantado estado de caquexia ou infeccOes
intercorrentes sdo decisivos. Uma prova € considerada ideal quando possui alta especificidade
e alta sensibilidade. Calculos matematicos relacionando todas as classificacdes possiveis em
uma populacdo sdo capazes de identificar percentuais de sensibilidade e especificidade de

uma prova. As etapas de um ensaio de validagio séo cinco:

2.7.1 Determinacéo da viabilidade do método para um uso especifico;
2.7.2 Desenvolvimento do ensaio e normalizacao;

2.7.3 Determinacdo de caracteristicas do ensaio de desempenho;

2.7.4 Acompanhamento continuo do desempenho do ensaio e manutencao;

2.7.5 Melhoria dos critérios de validacdo durante o uso rotineiro do ensaio.

2.7.1. Determinacéo da viabilidade do método para um uso especifico

Os estudos de viabilidade sdo a primeira etapa de validacdo de um novo ensaio, tendo a
finalidade de determinar quais reagentes e protocolos 6timos serdo utilizados, a fim de
garantir uma minima capacidade de aplicacdo. Estes estudos fornecem também estimativas de
repetibilidade, sensibilidade analitica e especificidade. A repetibilidade relaciona-se ao grau
de concordancia dos resultados obtidos nas repeticdes dentro do ensaio e entre suas
execucdes. A sensibilidade analitica do ensaio € a menor quantidade detectavel do analito em
questdo, e indica, por exemplo, a diluicdo do soro em que um anticorpo ndo é mais detectavel.
Ja a especificidade analitica € o grau em que 0 ensaio ndo reage de forma cruzada com outros
analitos, sendo determinada através do uso de um painel de soros provenientes de animais que

sofreram infecgdes relacionadas e que podem estimular anticorpos reativos.

2.7.2. Desenvolvimento do ensaio e normalizagéo

Compde-se de trés etapas importantes: otimizacdo, escolha, e normalizacdo dos
reagentes, técnicas e métodos. Primeiramente deve-se fazer a sele¢do de concentragdo 6tima
dos reagentes e parametros de protocolo, como determinacdo do tempo, variaveis quimicas e
fisicas e equipamentos. Em seguida realizam-se estimativas de repetibilidade (preliminar)
através da determinacdo de coeficientes de variacdo (CV), desvio-padrdo e média de

repeticdes.
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2.7.3. Determinag&o de caracteristicas do desempenho do ensaio

Indica se o ensaio tem potencial para aplicacdo em campo. Alguns dos quesitos desta
etapa sdo as estimativas de precisdo, repetibilidade e reprodutibilidade. A reprodutibilidade é
a quantidade de concordancia entre os resultados das mesmas amostras testadas em
laboratérios diferentes. A precisdo é o grau de concordancia entre um valor experimental e o
valor esperado para um analito, em uma amostra padrdo de atividade conhecida (por exemplo,

titulo ou concentracéo).

Outras caracteristicas observadas séo:
a) Selecédo do ponto de corte
Para atingir as estimativas de sensibilidade e especificidade de um ensaio, os resultados
da prova devem ser reduzidos a categoria de positivo e negativo, estabelecendo um ponto de
corte ou limite de decisdo na escala continua dos resultados do teste. Para sua defini¢do pode-
se utilizar trés abordagens: distribuicdo de frequéncia dos resultados dos testes-referéncia
(animais infectados e ndo infectados) ou apenas em animais de referéncia ndo infectados; e
um terceiro método que proporciona um ponto de corte intrinseco com base nos resultados do
teste de soros sorteados a partir da populagdo-alvo, sem conhecimento prévio da infec¢do dos
animais. Este ponte de corte pode ser obtido por inspe¢do visual, pelo receptor-operador, ou
pela selecdo, que favorece tanto a especificidade quanto a sensibilidade, dependendo do uso
pretendido para cada ensaio.
b) Especificidade diagndstica de (DSp)
Proporc¢édo dos que obtiveram resposta negativa no teste entre aqueles que ndo possuem
a doenca. Devem classificar sem erros, infectados/ndo infectados e obter preciséo,
repetibilidade, reprodutibilidade e acurécia.
C) Sensibilidade diagndstica (DSe)
Proporc¢éo dos que obtiveram resposta positiva no teste entre aqueles que possuem a

doenca; estabelecimento do limiar positivo/negativo.

2.7.4 Acompanhamento continuo do desempenho do ensaio e manutengéo

A interpretacdo dos resultados do ensaio € um dos fatores que afetam a validade do
teste, e sO é util se suas conclusbes forem precisas. Valor preditivo é a probabilidade de um
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individuo ser realmente positivo ou negativo, conforme o resultado obtido. Esta relacionado
ao tamanho da populacdo em questdo e a prevaléncia da doenca. Um teste tem sua capacidade

preditiva positiva diminuida se a populacéo tiver um nivel muito baixo de infeccéo.

2.7.5 Melhoria dos critérios de validacdo durante o uso rotineiro do ensaio

Um ensaio validado precisa ser monitorado constantemente a fim de se avaliar
repetibilidade e precisdo. Deve-se ainda realizar analise de reprodutibilidade do teste em
diferentes laboratorios a0 menos duas vezes por ano. Um controle externo pode ser realizado
por um laboratdrio de referéncia, que faz nova analise e confronta com os resultados obtidos
inicialmente.

Se os resultados de um ensaio se mantiverem dentro dos limites aceitaveis e mostrarem
evidéncias de precisdo e reprodutibilidade, as agéncias governamentais ou laboratdrios de
referéncia poderdo definir o laboratério onde foi realizado o ensaio como oficial para este
teste. Quando o objetivo do ensaio é a utilizacdo em uma regido geografica completamente
diferente, é essencial a revalidacdo do teste, submetendo-o a nova populacdo de animais a ser
testada. O mesmo deve ser feito para o estabelecimento de DSe e DSp para subpopulagdes,

por exemplo, grupos de idade e vacinados/ndo-vacinados.
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Enuine Infectious Anemia (ERA] is a persistent lentivines infection of horses which causes a chronic dimical
rondition with worldwide importance in veterinary medicine. The p26 protein is usually prepared for
use as an antigen in serological tests for EIA diagnaosis since it is 2 well -conserved gene sequence and very
immunogenic. In view of the ability of yeast to make post-translational modifications of proteins, this
study was carried out to allow Pidse pestor s to be wsed for the expression of a synthetic codon-optimized
EIAV p2& gene. The gene was cloned into pPICE A vechor after appropriate ez ymatic digestion. P pastaris

:E;:Tﬂn!lir::uhi- s diomes transformed with the ronstruction were induced to produce the recombinant p26
Hh-::tinu;:gw protein (rp26) under the regulation of aloohol oxidase 1 promoter by adding methanol to the oulture
A0 medium. The p26 gene expression was detected by RT-FCR and the production of rp2s was confirmed
Capsid protein by dot blotting, ‘Western blotting, ELISA and AGID. The P posioris expression systemn was capable of
ELISA producing a functional EIAV p26 protein that cam be used directly in the mctionality tests without
HA requiring Laboriows purification or recovery steps. This is the first reported stady of EIAV p26 protein
production in yeast cells.

& 2013 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Imtroduction EIAV proteins and is well conserved amang different viral strains

Equine Infectious AnemiaEIA)is a viral disease of equids camsed
by a macrophage - trogic lentivirus belonging to the Retrovirkioe
family, and characterized by chromic infection (Craigo et al, 2009).
The EIA winus (EIAV) genome cansists of two complementary BNA
pasitive strands with &2 kb, comprising three genes (g2g, pal and
env coding stmoctural and nonstructural proteins) and three open
reading frames that encode regulatory proteins (tat, rev and 52
The 55kDa Gag-precarsor [Frisgag) poiyprotein oodifled by the
PAg TEFION i5 esseNtial in the winks replication cyce because it is
related to wirus budding from the host cells. This PISSgag precur-
sor is cleaved by the wiral profease into four main mature virion
internal structural proteins: pl5 (iransmembrane], p2E |capsid),
P11 and pe (nucleocapsid) (Hussain et 2l., 1988; Stephens et al.,
1365). The p26 protein represents abowt $0% of the total number of
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[Zhang etal. 1535 Itis alsethe mostimmunogenic pratein [ Lerous
gt L, 2004; Momielar et al., 1982) and thius Ehe target antigen wed
in seralogical tests using EIA.

The disease is Most witespread in ot and homid climates,
and its principal form of Tansmission is traugh hematophagous
insects of the Tobmidas family (lssel and Foil, 1984). Infected ani-
mals are a comstant source af the disease wirgs, and mast af them
[95%) are ISyMpLHMatic carriers (Reis and Leste. 1994). Anather
Dbstacle o disazse ConETD] is Ehe Lack of Ereatment of VacCine against
ELAW. Thus, laboratory diagnosis plays a decisive tole in the con-
ol and prewention of the disease. The detection of EIAV antibodies
thraugh seroiogical tests such as agar gel immunodiMusion assay
[AGIDY and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISAY, are Tec-
pmmended by the World Organization for Animal Health (OIE)
as oifcial tests for international squine transit (OIE, 2008). Most
studies that involve the dizgnasis of E1A, have reparted the pro-
duction of viral antigens from cell coltures infected with ELAV
[Rauillant et al, 1986 Makmquist &t al, 1973) However, Bovine
seTUm proteins that are used routinely in cell cultures, can cause
nomspecific reactions, and lead i conflicting results [Alvare et al.,
007 a).

Other heterologous systems can be regaried 35 mare Teli-
abie and eMcient, while also being capable of producing antigens
on 3 large scale, with a greater degree of homogeneity in the
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Fig. 1. RT-ACR of P, pastarss X-33/ pACIaAp2Eanter 72 hof methanol isduction usisng
PREF and p26R primers. M: 100 pb ladder: ianes 1-4: amplicon of 300bp, relative
10 the central segion of the nuclectide sequence that encodes the EIAV p2¥ proteim;
- water, nagative control: Ce- pPRSKD2S plasmid: Lines A-D: sampies withow
TEVErse TaRNTIpIse SrTyIne.

2.7. Preparation of the antigen for AGID, ELISA and
ImmuRObIotiRg assays

The supemnatant of P. pastorss transformed with pPICZaAp26
construction and the supematant of P. pastorts transformed with
only pPiCZaA, was centrifuged (10,000 « g for Smen) and 40-fold
concentrated by dialysis against PEG G000 40% (wjv) (Vetec Quim-
ica Fina, SP, Brazil) in phosphate buffered saline (PBS) pH 7.6.
The precipitation process was performed slowly in the magnetic
agitator at 4+C, accompanied by dialysis using a membrane -
3787-D50(Thomas Scientinc, USA/Canada). After this, 10 mM PMSF
{Sigma-Aldrich), was added with 2M sorbitol and 15 ppm of the
Proclin™ (Rohm and Haas, PA, USA), which defines the compo-
sition of the rp26 antigen. This product was used in different
concentrations to meet the requirements of the AGID and ELISA
immunoassays that were performed. in Western blotting, the rp26
antigen did not undergo any dilution however, since the ELISA and
AGID 375~ and 2x were diluted in PBS, respectively.

28. Immunoblotting

The proteins were quantifed by the Bradford method, sep-
arated by 125% polyacrylamide gel electrophoresis and stained
by silver mitrate in accordance with Mormissey (1981). After the
transfer of proteins to polyvinylidine fluoride {PVDF) membrane
(Millipore, MA, USA), the blocking step was performed with
5% non-fat dry milk for 1h and the membrane was incubated
overnight at 4-C against OIE standard positive anti EIAV serum
(1:1000) (Batch: 7SAIE, Laboratory for equine disease in Maisons-
Alfort, France). Following this, the membrane was washed with
Pas-Tween and incubated with protein G harseradish peroxidase
conjugated ( 1:45,000) (Sigma-Aldrich). The reaction was revealed
with the ECL chemiluminescent kit (GE Healthcare, SP, Brazii).

8 T 8 9 10 1
® 0o 0 ® o0

a 0 ® 2 0
¢ 1 2 3 4§

Fig. 2 Screening of P. pastorss recombinants. Representative dot biotting 2ssay from
recombinant P pastots sepernatants. Wells 1-11: screening of P. pastar &5 recombi-
rams after 72 s ol methanol induction: C-: supernatant from P. pastorts transiormed
Witk only the expeession vector used a5 negative control

Fig. 3. Western dlotting and SOS-PAGE stained by siver niarate. Lane C-: super-
natant Som P. postorts transformed with cnly the expression vector used & negative
conteol: kame Wrp26: rp26 protein revesled with the ONE standard positive serum
anti AV on Western diotting: me rpdé: rp26 protein from EIAV stainad with siver:
Lane M: Pageidaler™ Prestained Proteis Ladder (Fermentas MO, USAL

28, EISAand AGD

A S96-wells ELISA microplate (MICROLON™  600-655081,
Greiner-Bio One, SP, Brazil) was coated with 100 L of the EIAV
Ip26 antigen. The optimum antigen concentration (175« dituted)
determined by titration against OIE standard serum was used in
0.05 M carbonate-bxcarbonate buffer, pH 9.6 and incubated for 2h
inahumid chamber at 37 “C. The blocking step was performed with
200 ul. of 4% non-fat dry milk selution and incubated for 1 h. Three
washings stages were carmied out with 200 uL of 0.1% PBS-Tween
20 (PBS-T). The sera were diluted in 2 solution contaiming 0.1%
Pas-T, 2% non-fat dry milk and 10mM EDTA, added in the wells,
incubated at 37-C for 1 h and washed. After this, 100 uL af conju-
gate (protein G horseradish peraxidase conjugated) was added and
diluted 1:90,000 in 3 solution containing 0.1% PAS-T and 2% non-
fat dry milk. After being incubated again for 1 h at 37 “C, the plates
were washed 5 times. Next, 100 uL of chromogenic substrate 0.1 M
citrate-phasphate buffer (pH 5.0) was used. Finally, the plates were
incubated at room temperature for 15min and 100l of 2N sul-
furic acid was added. The plates were read using an ELISA reader
{Multiskan Plus Thermo Fisher Scientific, USA) at 3 wavelength of
450nm. The results were expressad 25 a ratio of 0.D. serum pasi-
tive/O.D. negative serum (PYN). 35 samples were wsed as positive
sera for EIAV-pasitive carriers in the AGID test and 35 sampies as
negative sera from equestrian entity certified as being free of EIA

The AGID was performed according to the instructions of the OIE
manuazl (2008) asing 1% agarose {Invitrogen) in borate buffer. The
pasitive OfE standard anti-EIAV serum was tested 2.« concentrated,
undituted and 2x diluted. In addition to this standard serum, the
EIAV positive serum from the commercial Bruch kit (SP, Brazil),
Was aiso used and the anti-EIAV positive serum from Biovetech
(PE. Brazil). The tests were performed with 20 uL of both reagents
{antigen and serum). The optimal rp26 antigen concentration was
determined as 2« diluted.

3. Results

1.1. Construction of pPICZaAR26 and P. pastarts ransarmation

The optimization of the p26 gene for expression in P. pastarss
resulted in a difference of 21% from the wild-type gene sequence.
The EIAV p26 gene was cioned into the pPi(Za expression vector
and the pPICZaAp26 expression cassette was confirmed by enzy-
matic digestion and sequencing. This construction was used to
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Fig. 4. Agar g immvenosdiMusion with ma5. Usique precipitation lines resuitad rom the antiges aatibody reaction i aganse plate. (A) Central well: s antiges: wels 1,
3 and 5 ELAV positive serum from Bruch kit wells 2, 4 and E2 no samiple. [E) Cenizal well: negative control {supematant of P postores imansformed with xpression werctor
oy, 5o peeripitation Enes wese observed: wells 1,3 and 5 AW positive s2rem fom Bracs kit: wells 2, 4 2ad & no ample. [C) Ceniral well: rp26 antigen: wells 24 and
£ D0E standard positive sarum s concemrated, undiluted and 2 Suted, respectivety: well 1: EAV positive s=nam endieted from Ssovetech; wedl 3: EEAY positive s=rum
1:1,5 ddluted from Bicwetech: well 5: BAY positive serum 12 diketed from Baovetech. Readings were taken with 4B of the reaction.

transform F. pastoris and the recombinants were submitted t F.
pastorts colamy PCR using the AQKIF and R primers to confirm the
integration of the PXpression Cassette intn the gename of the yeast.
The results observed in the PCR reaction indicated the presence of
DNA fragments that are compatible with the construction {datanot
shown).

1. Production of 26 protein

During induction, the growth rate of the clones ranged from
25108 to 2.7 = 109 cellsfmL while the pH of the media waried
befween S .5 and 6.3 after 72 hof indaction. The recombnant P pas-
tirds was also analyzed for p26 gene expression by RT-PCEL A 300 bp
frzgment from ELAY p26 gene was detected, which confimmed the
[presence af wiral mRNA in P. pasions after methanol induction. Asa
fenamic DA contamination contral, a reverse transcription reac-
tion without 2 reverse transcriptase enzyme, was performed for the
samples analyzed (Fig. 11

The immunodetection of the rp26 protein from supematant
Was performed by dat biptting using anti-ExHis monocianal anti-
body in the screening process (Fig. 2). According to the protein
quantification system employed, aboot 230pg/ml of total extra-
cellalar pratein extract were obtzined from the sopematant after
PEG concentration. Anaund 10 g of this sample was applied toS05-
PACE 2nd a protein with 26 kDa was observed (Fig. 3). The Westem
Iatting assay using a polyclonal antibody (ME standard positive
serum) revealed 2 band of appraximately 26 ke, which represents
the EIAV p26 protein molecular mass expected (Fig. 3).

A3, Immungreactivity of rp2s

The ELISA with EIAV rp25 antigen from supematant of P, pos-
toris revealed 3 4 PN ratio with menimum background activity
{data not shown). When the AGID serological test was conducted
Wit e 53me Fp26 antigen nsed in ELISA, it revealed the formatian
af 2 singhe line identical to the EIAV positive sera; B (Fig. 44)
and Biovetech (Fig. 4C). A Minimum activity with an OIE standard
SETUM Was observed (Fig. 4C). The NEgative control [Supematant
fram F: pastoris strain transformed with expression vectors withaut
the insert) it not detect any immunological reaction (Fig, 45).

4. Discussion
Heternlogaus genesxpression was detected iy RT-PCR, dotblot-

ting and Westem bioeting, which confirmed the gene transcription
and the recombinant protein production in P pastoris clones arter

methanol induction. The immunoreactivity and specificity of rp26
protein was assessed by ELISA and AGID assays that anly showed
clearly positive Feactians with positive sera.

The EIAV p26 profein has been produced in E coll (Alvarez
et al,, 2007 Jin et al, 199%; Piza et al., 2007), since it offers easy
FEMEtC mamipulation and low cost media. However, in this sys-
tem, nearly 70% af the recombinant proteins are overexpressed as
insolubie inclusion bodies, and thus the process of parification and
recavery af intracellolar products from E. coli becomes laborious
(Yang et a1, 2011). The P. pastoris EXOression Was chosen
50 that the recombinant p26 could be wsed for EIA diagnosis by
AGID and ELISA, because this is widely used and recognized x5 eM-
cient (Lin-Cereghino et al, 2006; 5orensen, 2010). The recovery and
[PIrENCALian Of ERE RCOIM NNt Probein was 2ssisted by using the a-
Tactor peptide from the pPICEq A vector, which is 2 signal ssquence
o secrete the rp26.

Moreower, the probilem of premature interruption of ranscrip-
tioms, cawsed by the presence of AT-rich regions in the gene {witich
may produce truncated mRMA), was redoced by synthesizing the
EIAV {26 gene (Romancs, 1985). The imncrezsed levels of pro-
e EXPIESSion Were carmied qut by using prefermed codons for
EXpression in P pestoris with A-T content adjosted to 555, which
Tepresents the percentzge considered necessary to potentiate the
expression level in P postorts (Sreekrishna et al, 1997).

During the screenng process by dot blotiing. it was observed
that the intensity of the reactions revealad in mAb anti-GxHis, var-
ied beiween the clones, which Suggests that there was a difference
in the amount of the expressed protein, possibly doe i the vari-
e copy-numbser of cassetie expression integrated inta each clane
(Cregpet al, 1953).

The presence of the Ti2E fram P, pasionis supematants, shown
by SDE-PAGE and Western biotting confirms that the protein was

secreted, and this enzbied the supernatant ta be used ditectly for
diagnastic assays after careful titration [ Cereghing and Cregg, 2000;
Rees et al, 1990). In'Westemn hintting, where ELISA and AGID were
used, e P26 aNtEen was obtined in a3 SiMple PrOcess imealy-
ing sipernatant clarification, concentration and dilution. In ELISA
2 high YN ratio was observed, which mean that the positive and
negative samples could be clearly distinguished. A umique pre-
cipitation kine was viewed between the rp26 antigen and thres
different anti-EIAV sera (0IE reference serum, Broch commercial
kit 2nd Biowetech) in AGID. From a careful analysis of the assay, 3
MiMimum reaction was absersad that HED:ImpErIiEIJ the formatian
af a discrete identity line between the serum and standard recom-
binant antigen. This shows the aiility of the antigen to detect weak
positive reactions. These results reainm the expression of rp26
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in the supernatant and show that the recomisnant protein hes a
similar immuncreactivity ta ntive protein.

In SD5-PACE analysis, it was possible b visualize 2 weak band
with a molecular weight comesponding to what can be expected
far the target protein. The confirmation of the TP26 protein was
perfarmed by Western blotting. Howewer, the diagnostic tests con-
ducted in this study suggest that these levels af proteins are more
than saffcient, since both AGID and ELISA required antigen dilu-
tions fo establish optimum concentrations. The resuls showed
Clearly that rp2i5 was alsa found in immunareactive form in super-
Matants and kept 3 mini mum range of stabilkity variation throaghout
the year, 25 was also otserved in the ELISA and AGID preliminary
momitaring tests (QIE, 2008,

Acammon prodlem observed inserological tests that invalwe an
ELA diagnisis, is the nonspecifc reactions (Alvanez etal., 2007 a) that
can cause difficuities in inferpreting positive results, in particular,
with ELISA Thus, the OIE necommendation is that the pasitive seta
in ELISA should be retested in AGID which is a highly specific test.
Im this study, no reaction between the squine se1a and nonspecinc
components of the supematant was observed in the Western biot-
ting, AGID and ELISA zsszys, which confirms the qualitative aspect
of the assays. As P pastarts is not infectiows to mammals, the prob-
lem of nonspecific reactions is avoided by WSing this yeast for the
expression of 26

5. Conclusions

The P. pastorts expression System was showt o be capable of
producing a functional ELAY p26 protein that can be used directly
in the functionality tests without Tequiring Laborious purification or
recovery steps. The yield of the p26 protein production is scalable,
and therefore, seMcient in view of te need for antigen dilutions
in ELISA and AGID. Further studies on achieving standardization in
the production of the FECOMKNant protein will be congucted using
abioreactor, which offers better comtral on varizbles in the prodoc-
tion swch 35 temperature, pH and opticzl density, when compared
with the production af flasks. Finaily, the vakidation process for rp26
ELESA and AGID in EIA diagnosis bests, will be carmied out in accor-
dance with the principles and methods employed for validating
diagnostic assays for infectiows disezses recommended by OIE.
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RESUMO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é causada por um RNA virus, membro da familia
Retroviridae do género Lentivirus. Além de ser reconhecida como a principal virose dos
equideos no Brasil, é também vista como um grande obstaculo para o desenvolvimento da
equideocultura, por se tratar de uma doenca transmissivel e incuravel. Considerando que mais
de 95% dos animais infectados pelo virus da AIE sdo portadores assintomaticos e que ainda
ndo existe vacina eficaz disponivel contra a doencga, o diagndstico assume papel decisivo no
controle e prevencdo. Animais positivos na prova soroldgica oficial, Imunodifusdo em gel de
agar (IDGA), devem ser sacrificados, o que causa grandes prejuizos econdémicos. Por outro
lado, a anélise da cadeia produtiva equina tem mostrado um grande potencial de expansdo. O
desenvolvimento de tecnologias e o uso de testes diagnésticos alternativos permitem maior
controle da AIE e podem contribuir para o impulso da atividade equestre no pais. A proposta
desta revisdo é discutir as atuais medidas de controle da AIE e seu impacto no agronegocio

equino brasileiro.

Palavras chaves: Equinos, industria do cavalo, agronegdécio, diagnostico, VAIE.
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ABSTRACT

The Equine Infectious Anemia (EIA) is caused by RNA virus, a member of the genus
Lentivirus from Retroviridae family. In addition to being recognized as the major viral disease
of equines in Brazil, is also seen as a major obstacle for development of equideocultura,
because it is a contagious and incurable disease. Whereas over 95 % of the animals infected
with the EIA virus are asymptomatic and that do not have effective vaccine available against
the disease, the diagnosis takes decisive role in the control and prevention. Positive animals in
the official serological test, agar gel immunodiffusion (AGID), must be sacrificed, which
causes major economic losses. On the other hand, the analysis of equine production chain has
shown great potential for expansion. The development of technologies and use of alternative
diagnostic tests allow greater EIA control and may contribute for momentum of equestrian
activity in the country. The purpose of this review is to discuss the current control measures

EIA and its impact on Brazilian agribusiness horse.

Key words: Equine, the horse industry, agribusiness, diagnosis, VAIE.
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1. INTRODUCAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é causada por um lentivirus macréfago-trépico da
familia Retroviridae que causa infec¢do persistente, potencialmente fatal em equideos. Por ser
uma doenca de carater cronico e estar amplamente disseminada, torna-se a virose de maior
importancia em equinos no mundo (CRAIGO et al., 2009). O Virus da Anemia Infecciosa
Equina (VAIE), semelhante aos agentes virais causadores da Artrite-encefalite Caprina
(CAEV), Maedi-Visna, da Leucose Bovina e Aviaria (BLV e ALV), da Leucemia e
Imunodeficiéncia Felina (FeLV e FIV) e da Imunodeficiéncia Humana (HIV), provoca uma
doenca caracterizada por quadro degenerativo, com longo periodo de incubagdo, decorrente
da prépria resposta imunolégica do hospedeiro, ndo existindo vacina ou tratamento eficientes
(LERUOX et al., 2004; FLORES, 2007).

A AIE tem ocorréncia mundial com maior prevaléncia em éareas de clima quente e
Umido, 0 que estd associado a sua forma mais comum de transmissdo, realizada
mecanicamente por insetos hemat6fagos (JONES, 2004). Considera-se que animais positivos
no IDGA, assim permanecerdo por toda vida, servindo como fonte de infeccdo. Este fato
justifica a grande preocupacéo e vigilancia em relacdo a doenca (ISSEL; COGGINS, 1979).

A AIE é um grande obstaculo para o desenvolvimento da equideocultura, por se tratar
de uma doenca incuravel e de facil transmissdo. As consequéncias sd@o grandes prejuizos aos
proprietarios e restricdes de acesso ao mercado internacional (MOTTA, 2007). O rebanho
equideo, que abrange equinos, asininos e muares, € estimado em 8 milhGes de cabecas no
Brasil (IBGE, 2010). Os animais sdo utilizados em atividades agropecudrias, militares,
esportivas, recreativas, no transporte de pessoas e produtos e até no tratamento de doencas

humanas, atraves da equoterapia (ALMEIDA, 2001).
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O complexo agronegocio cavalo inclui diversas atividades que geram empregos
diretos e indiretos, movimentando o setor. O terceiro maior mercado de produtos veterinarios
no mundo € o brasileiro. Além disso, o Brasil ocupa lugar de destaque entre os paises com
maior populacdo equidea e participa expressivamente como exportador de carne de cavalo
(AAHSA, 2010). A Europa e 0 Japao sdao os principais destinos de nossos produtos neste
segmento. As exigéncias do mercado internacional tém impulsionado o desenvolvimento de
mudancas que levam a melhoria da qualidade dos produtos e maior competitividade. De
acordo com a Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA) a andlise da cadeia
produtiva equina tem mostrado um grande potencial de expansédo, no entanto, para alavancar o
crescimento da atividade equestre no pais, € necessario mostrar habilidade e se adequar
rapidamente a dinamica do mercado (CEPEA, 2007).

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu, em todo
territério nacional, medidas sanitarias obrigatdrias para combater a AIE, que incluem: o
diagnostico oficial pela imunodifusdo em gel de agar (IDGA), sacrificio ou isolamento dos
animais positivos e exigéncia do certificado negativo para transito interestadual e
concentracdes de equideos (MAPA, 2008). O IDGA possui elevada especificidade, € rapido e
econémico, no entanto, niveis de anticorpos séricos ndo sao facilmente detectaveis neste teste
antes dos primeiros quarenta e cinco dias do inicio da infeccdo (COGGINS et al., 1972). Esta
janela imunoldgica pode produzir resultados falso-negativos, o que contribui
significativamente para a manutencao da enfermidade nos rebanhos (ISSEL et al., 2013).

Com o objetivo de aumentar a acuracia diagndstica, alguns paises como 0os EUA vém
utilizando oficialmente o ELISA como prova alternativa para complementacéo no diagndstico
da AIE (OIE, 2008). Este teste é mais sensivel que o IDGA, facil de ser executado, passivel

de automacdo e possibilita 0 exame de grande nimero de amostras (REIS; LEITE, 1994).
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Além deste, 0 Western blot vem sendo empregado para aqueles casos de discordancia entre o
ELISA e 0 IDGA, como um terceiro método diagnostico (SCILCLUNA et al., 2013).
A proposta desta revisdo € discutir as atuais medidas de controle da AIE e as

perspectivas de avancos no diagnostico desta doenca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Breve histérico da AIE

AIE é reconhecida como a principal virose dos equideos e vem sendo utilizada como
modelo de estudo para HIV (CRAIGO; MONTELARO, 2013). A etiologia viral da AIE foi
descrita por Valle e Carré em 1904, apesar da doenca ja ter sido descrita anteriormente na
Franca (LIGNE, 1843). Na década de 1960 o VAIE foi cultivado, in vitro, pela primeira vez
(CLEMENTES; ZINK, 1996). Nas Américas, a enfermidade foi diagnosticada primeiramente
em 1881, em Manitoba, Canada (BYRNE, 1960). Na América do Sul, na década de sessenta,
a doenca foi diagnosticada na Venezuela e Argentina (SAXER, 1960; MONTEVERDE,
1964). Em territorio brasileiro, esta virose foi descrita pela primeira vez por DUPONT et al.
(1968) no extinto Estado da Guanabara. No mesmo periodo, a doenca foi diagnosticada por
SILVA et al. (1968) em animais do Clube Hipico Fluminense e em um animal da cavalaria da
Policia Militar na cidade do Rio de Janeiro, e por GUERREIRO et al. (1968) que descreveram
0 primeiro caso no Estado do Rio Grande do Sul. Em Minas Gerais, o primeiro caso foi
diagnosticado neste mesmo ano em um cavalo da Vila Hipica de Belo Horizonte. Mas,
somente trés anos depois, a partir de exames clinicos, anatomo-histopatoldgicos, laboratoriais
e infeccdo experimental em animal sadio, o resultado foi publicado, citando também a
comprovacao de mais 18 casos em equideos do Joquei Clube de Minas Gerais (BATISTA

JUNIOR; FONSCECA, 1971).
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2.2. Estrutura e replicacdo viral

Analise de VAIE por microscopia eletronica revela particulas virais ovais ou circulares,
com cerca de 115 nm de diametro . O nucleo lentiviral é tipicamente conico envolto por uma
matriz proteica, que por sua vez é delimitada por uma membrana lipidica contendo numerosas
projecdes de 6-8 nm (MATHEKA et al., 1976; WEILAND et al., 1977; COOK et al., 2013).
O RNA do VAIE ¢é pequeno e geneticamente simples, formado por duas fitas de RNA néo
complementares de apenas 8.2 Kb. Seu genoma é composto por trés genes (gag, pol e env que
codificam proteinas estruturais e ndo estruturais) e por trés fases abertas de leitura que
codificam para proteinas regulatorias (tat, rev, e S2). A poliproteina de 55 KDa (pr55gag)
originaria da regido gag € essencial para o ciclo replicativo do virus porgue esta relacionada
com o brotamento de novas particulas virais a partir da célula hospedeira. Este polipeptideo
precursor pr55gag € clivado por proteases virais em quatro principais estruturas proteicas:
pl15 (transmembrana), p26 (capsideo), p11 and p9 (nucleocapsideo) (STEPHENS et al., 1986;

HUSSAIN et al., 1988).

A replicacdo viral ocorre em duas fases: a primeira inicia-se pela interacdo da
glicoproteina de superficie do virus com receptores especificos nas células alvo, que neste
caso sdo os macrdéfagos ou monaocitos (ZHANG et al.,2005); a segunda fase envolve a sintese
e processamento de mRNAs e proteinas virais (CARVALHO e DERSE, 1993). Nas duas
fases, 0 virus utiliza a maquinaria celular de transcricdo e processamento de mRNAs. A
expressao de determinadas proteinas virais € normalmente restrita ao sistema hematopoiético,
sendo absolutamente necessaria para a geracdo de linfocitos B e macrofagos, que € destino

natural da infeccdo pelo VAIE (LLOBERAS et al., 1999). Durante os episddios febris, o
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VAIE se replica predominantemente nos macrofagos maduros presentes no baco, figado,

linfonodo, pulmdes, rins e na glandula adrenal (SELLON et al., 1994; SELLON et al., 1996).

2.3. Resposta imunolégica

Desde que foi proposta a hipdtese que associa episodios recorrentes de febre nos
animais infectados com VAIE com a variacdo antigénica viral (KONO et al., 1976), muitos
estudos foram realizados com intuito de elucidar complexos mecanismos de escape do
sistema imune realizado por este lentivirus (LEROUX et al., 1997; HOWE et al., 2002;
SPONSELLER et al., 2007).

Os primeiros anticorpos produzidos sdo direcionados contra as glicoproteinas de
superficie, especificamente a gp 90, cujos titulos chegam a ser 10% - 10° mais altos que 0s
anticorpos produzidos contra a p26 (MONTELARO et al., 1984; ISSEL et al., 1988; O’
ROURKE et al., 1988). No entanto, por uma questdo de pressdo imunoldgica, estas
glicoproteinas sofrem frequentes mudancas no processo de glicosilacdo, o que resulta em

mecanismos de escape viral (CHENG-MAYER et al., 1999; WEI et al., 2003).

O segundo grupo de anticorpos detectaveis é especifico para a proteina p26, e é
observado do décimo ao décimo quarto dia apés a infec¢éo, atingindo rapidamente um pico de
concentracdo, mas com valores inferiores aos observados para gp90(MONTELARO et al.,
1993).A proteina p26 representa cerca de 40% do total de proteinas produzidas pelo virus
(ZHANG et al., 1999) e é considerada a mais imunogénica, sendo utilizada nos testes
sorologicos para AIE (MONTELARO et al.1982; LEROUX et al., 2004). Como sdo proteinas
que nao sofrem pressdo de selecdo imune tdo intensa quanto as proteinas da regido env, elas
terminam sendo menos propensas as variages nas suas sequéncias genéticas (COOK et al.,

2013). A p26 foi considerada bem conservada entre diversas cepas virais de localizacfes
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geograficas diferentes, com um méaximo de 12% de variabilidade entre as linhagens (ZHANG
et al., 1999). Entretanto, estudos mais recentes identificaram diferencas significativas nas
sequéncias nucleotidicas ao longo do gene gag em diferentes isolados do VAIE,
correspondentes as distintas regides geograficas (QUINLIVAN et al., 2007; BOLDBAATAR
et al., 2013). Atualmente considera-se que, embora haja variacdes significativas, esta regido
génica do VAIE demonstra extensa conservacdo de importantes motivos estruturais e/ou

funcionais (CAPELLI et al., 2011; CAPOMACCIO et al., 2012).

2.4. Patologia e fases da doenca

Os sinais clinicos da AIE variam de acordo com a dose infectante, viruléncia da
amostra viral e suscetibilidade individual do hospedeiro (SELLON, 1993). A maior parte dos
animais infectados nunca demonstra os sinais clinicos, apesar da infeccéo persistente (ISSEL;
COGGINS, 1979).

O VAIE ¢ o Unico no grupo dos lentivirus que provoca febre aguda inicial, entre 40 e
41°C, com viremia associada seguida por ciclos recorrentes da doenca e periodo
assintomatico prolongado (COOK et al., 1996). Inicialmente, os sinais clinicos sdo brandos e
podem passar despercebidos (SELLON, 1994). A doenca se manifesta clinicamente de
diferentes formas, sendo possivel a reversdo de uma forma & outra a qualquer instante. E uma
infeccdo persistente caracterizada por episodios periddicos de febre, hemorragias
(MCCLURE et al., 1982), trombocitopenia (CRAWFORD et al., 1996), leucopenia, supresséo
transitdria da resposta imunologica (NEWMAN et al., 1991) e aumentos significativos nos
niveis de cobre e de enzimas hepaticas (CLABOUGH, 1990). Disturbios hematologicos séo
facilmente identificados atraves de sinais como palidez de mucosas, hemorragias tipo
petequiais, ictericia e edema nas regides inferiores do corpo (COOK et al., 1996). Disturbios

neuroldgicos e lesdes do sistema nervoso central tém sido associados a doenca, podendo ser
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observados através de sinais clinicos como perda de peso, depresséo, desorientacdo e andar
em circulos (MCILWRAITH; KITCHEN, 1978; MCCLURE et al., 1982).

Durante a fase cronica, o titulo do VAIE néo é estavel, porém, é alto durante os picos
febris. Cada episédio de viremia recorrente tem duracdo média de trés a cinco dias, e 0
intervalo dos ciclos da doenca € irregular podendo ser de semanas a meses. A frequéncia e a
gravidade dos episddios geralmente declinam com o tempo e terminam no primeiro ano,
guando os animais tornam-se geralmente assintomaticos, caracteristica especifica do VAIE,
diferente das demais lentiviroses. Cavalos que estiveram assintomaticos por alguns meses ou
anos podem apresentar episédios de febre apds o tratamento com drogas imunossupressivas
(KONO et al., 1976). Animais cronicamente infectados apresentam lesbes glomerulares
associadas a deposicdo de complexos antigeno-anticorpo (HENSON; MCGUIRE, 1971;
CHEEVERS; MCGUIRE, 1985).

Atualmente ndo se sabe se muares sao intrinsecamente resistentes a inducédo da doenca
ou se € uma questdo de adaptacdo viral aos equinos, o0 que impediria sua plena replicacao
nestes hibridos (COOK et al., 2001; COOK et al., 2013). No entanto, achados clinico-
patoldgicos e laboratoriais em muares mostram que tais individuos produzem sinais clinicos
semelhantes ou mais brandos que os observados em equinos (SPYROU et al., 2003). Os
asininos, apesar de serem suscetiveis ao VAIE, podem apresentar baixos niveis de viremia, o
que poderia explicar o fato de ndo demonstrarem os sinais clinicos da doenca frequentemente

(COOK et al., 2001).

2.5. Epidemiologia
A principal forma de transmissdo ocorre naturalmente atraves da picada de insetos
hemat6fagos como a mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans), a mosca dos cervos

(Chrysops spp) e mutucas (Tabanus sp) (FOIL et al., 1983; ISSEL et al., 1985). Pode ocorrer
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também de forma iatrogénica através de fomites como arreios, agulhas e materiais cirargicos
com residuos de sangue contaminado (WILLIAMS et al., 1981). Existem ainda outras formas
de menor importancia epidemioldgica como a transmissao transplacentaria e através do
colostro ou do sémen. O virus é transmissivel a todos os equideos, sem que haja qualquer
preferéncia por raca, sexo e idade. A infeccdo intrauterina pode resultar no abortamento ou
nascimento de potros infectados, que frequentemente morrem dentro de dois meses

(TASHJIAN, 1984).

A AIE é uma das onze doencas especificas de equideos de notificacdo obrigatoria
presente na lista da OIE. Os dados mais completos sobre a distribuicdo desta virose em todo
mundo, disponiveis na OIE, datam de 2013. Dentre os paises da América do Sul, Brasil,
Coldémbia, Equador e Bolivia apresentam-se como endémicas. Argentina e Paraguai, assim
como os EUA e Italia, apresentam-se como areas em que a doenga tem ocorréncia em uma ou
mais zonas. Na Europa, apesar de diversos paises ndo terem relatado casos da AIE até o
periodo descrito, existem alguns focos importante como a Alemanha, atualmente considerada
como regido de ocorréncia da AIE. E ainda a Roménia e regides circunvizinhas, vistas como

regides de foco da doenca (OIE, 2013).

Mesmo sabendo-se da importancia desta enfermidade, ndo existem muitos estudos
atuais sobre a prevaléncia da AIE no Brasil. Além disso, os dados sdo, eminentemente,
restritos a pequenas regides. De acordo com o Ultimo censo, realizado em 1998, a prevaléncia
da doenca é de 3% em territério nacional e de 24% na regido Amazonica e no Pantanal
(SILVA et al., 1999; BRASIL, 2004; AGUIAR et al., 2008; FRANCO; PAES, 2011,
BORGES et al., 2013). Estudos realizados entre 1993 e 2003 demostraram uma prevaléncia
de 12,7% e 11,8 % nas regides Centro-Oeste e Norte do pais, respectivamente (RIET-

CORREIA et al., 2003). Em 1994, Reis e Leite descreveram uma soropositividade de 50%
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para animais do Brasil Central, particularmente Pantanal e Mato Grosso. Na cidade de Cuiaba
h& uma prevaléncia de 19,4% em equinos de tracdo (NOCITI et al., 2007). RICHTZENHAIN
et al. (2002) descreveram 17,8% de animais soropositivos no municipio de Uruara no Para.
Minas Gerais, considerada area endémica, possui as mais altas prevaléncias concentradas
especialmente nas regibes Norte/Nordeste do Estado, seguida pela regido do Vale do
Mucuri/Jequitinhonha, com 14,9% e 12,5%, respectivamente (ALMEIDA et al., 2006). Ainda
de acordo com esses autores, dados ndo oficiais tém mostrado maior prevaléncia da doenca
em outras regides, indicando sua ampla distribuicdo no territorio brasileiro. Entretanto, dados
mais recentes sobre prevaléncia da AIE em haras de Minas Gerais apontam 1,54% na primeira
regido referida, 3,03% na segunda e 0,65% em uma terceira regido analisada (Campo das
Vertentes/Zona da Mata) (FIORILLO, 2011). Esta baixa prevaléncia, comparada ao estudo
anterior, pode estar relacionada ao fato de que a pesquisa foi direcionada apenas aos animais
de haras. Geralmente estes animais possuem alto valor zootécnico e estdo sempre em
deslocamento, portanto, sob permanente fiscalizacdo (FIORILLO, 2011). No Rio de Janeiro,
0 aumento no nimero de focos encontrados ap6s levantamento entre 2002 e 2008, foi
relacionado ao aumento da fiscalizacdo, entretanto, levantou-se a possibilidade de se
classificar a regido como area endémica (KARAM et al., 2010).

Na regido nordeste, mesorregido do sul baiano, foi constatada prevaléncia de 5,9%, a
maioria dos positivos tinha mais de trés anos e eram animais de trabalho no campo
(GUIMARAES et al., 2011). SILVA et al. (2013) encontraram uma frequéncia de 2,69% de
equinos reagentes ao IDGA entre 5615 pesquisados nos estados da Paraiba, Rio Grande do
Norte e Ceara. Regides em que ocorre alta prevaléncia indicam grande nimero de animais
positivos assintomaticos mantidos pelos proprietarios em seus rebanhos. A auséncia de dados
ou a subnotificacdo da doenca no Brasil e no mundo tornam seu controle e erradicacao ainda

mais dificeis, uma vez que animais acometidos sdo permanentes fontes de infec¢éo.
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2.6 O complexo agronegécio cavalo

O rebanho equino mundial é estimado em 50 milhdes de cabecas, sendo a maior parte
pertencente aos EUA (10 milhdes), China (7,9 milhdes) e México (6,2 milhdes) (FAO, 2009).
O Brasil fica na quarta posicdo com aproximadamente 6 milhdes de equinos. Compondo o
grupo dos equideos ha ainda os muares e os asininos, com 1,3 e 1 milhdo de cabecas,
respectivamente, totalizando 8 milhdes de animais, conforme levantado pelo IBGE. Este
rebanho equideo tem grandes participacdes nas regides Nordeste (24,8%), Sudeste (24, 6) e
Centro-Oeste (20,4%) (IBGE, 2010).

O complexo agronegocio do cavalo, que inclui atividades “antes, dentro e fora da
porteira”, é responsavel pela movimentagdo anual de R$ 8,5 bilhdes, representando 25% do
produto interno bruto (PIB), e gera mais de 3 milhdes de empregos diretos e indiretos (CNA,
2014). As atividades denominadas “antes da porteira” contemplam agentes que fornecem
insumos, produtos e servicos para a criagdo e o uso de cavalos. “Atividades dentro da
porteira” dizem respeito a agentes que, diretamente, utilizam o cavalo em suas atividades.
Agentes que encerram o ciclo do cavalo sdo denominados “atividades fora da porteira”, e
neste contexto as empresas leiloeiras e o mercado internacional merecem destaque (CNA,
2014).

Em relagéo a exportagdo de cavalos vivos, 0s numeros séo reveladores: a expansao
alcancou 524% entre 1997 e 2009, passando de US$ 702,8 mil para US$ 4,4 milhGes (MAPA,
2010). No entanto, o Brasil ndo tem expressiva participacdo no mercado internacional,
ocupando a 312 posicdo (0,11%) no ranking. Os maiores exportadores sdo EUA, seguido de
Reino Unido e Emirados Arabes que juntos somam mais da metade (53,68%) do mercado
(FAO, 2005). Os principais paises compradores de nossos animais séo EUA, Angola e

Uruguai. Os estados que mais exportam séo SP, RJ, MG e RS (MDIC, 2006; CEPEA, 2007).
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Mesmo com pouca notoriedade o mercado brasileiro de carne de cavalo € um dos
principais no mundo. Segundo 0 MAPA, em 2012 o pais exportou 2.375,9 toneladas de carne
de equideos, com um aumento de 13% em relacdo ao volume de 2011. Isso torna o Brasil o
12° maior exportador nesse mercado. No critério exportacdes liquidas (exportagdes menos
importagdes) o pais ocupa a 92 posicdo global. A maior concentracao da producéo esta no RS,
seguida do PR e MG, tendo como principais destinos os paises da Unido Europeia, com
destaque para Bélgica e Franca, que tem habitos culturais relacionados ao consumo desta
carne. A cotacdo da carne equidea gira em torno de R$ 5,00, (USP-ESALQ, 2013). Abatem-se
cerca de 200 mil equideos por ano, em 7 abatedouros distribuidos nos estados de PR, RS, MG
e BA. O Parand lidera o ranking dos maiores exportador dentre os estados brasileiros
envolvidos nesta atividade. Em seguida vem Minas Gerais e Rio Grande do Sul (MAPA,
2009).

A maior parte da carne equidea vendida é proveniente de animais descartados do uso
diario das fazendas (CNA, 2004). A criacdo destes animais somente para produzir carne néo é
uma medida bem aceita pela sociedade brasileira (ROESSLE, 2009). Isto pode estar associado
a alguns motivos, um deles é a questdo cultural. Fazendo uma comparacao entre pequenos
animais domésticos e animais de grande porte, os cavalos se equiparam aos cées, em termos
de lacos afetivos. Outro ponto € que as possibilidades de producéo de carne bovina, suina e de
aves sdo muito vastas no Brasil. Associada a isto, esta a questdo da baixa taxa de conversao
dos equideos, quando comparados aos bovinos. Esta taxa é determinada calculando-se o
quanto o que é ingerido pelo animal é transformado em carne (USP-ESALQ, 2013).

Por outro lado o abate de equideos para consumo € uma medida legalmente prevista.
As visceras e a carne destes animais podem ser consumidas sem problemas desde que eles
sejam abatidos em frigorificos legalizados e que os produtos sejam rotulados adequadamente

(BRASIL, 1997). De acordo com a Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de
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Carne (ABIEC), o bloco europeu tem se mostrado bastante exigente no que diz respeito a
rastreabilidade, controle de doencas e dos medicamentos dados aos equinos até seis meses
antes do abate. Além disso, impBe muitas tarifas, normas e acbes protecionistas, criando
dificuldades para importacdes de carne (USP-ESALQ, 2013). Apesar da aprovacao europeia
as mudancas ja realizadas, rastrear as exportacdes de cavalos no Brasil ainda é tarefa muito
dificil, pelo fato de ndo existir uma criacdo comercial (CNA, 2014).

O estimulo a promocéo internacional do agronegdécio cavalo, divulgacdo de linhas de
crédito existentes para alavancar a atividade, qualificacdo profissional de mao-de-obra e
fortalecimento da representatividade do setor sdo algumas das principais caréncias. A
disponibilidade de recursos adicionais para programas de sanidade animal e investimentos em
pesquisa e tecnologia pode facilitar a certificacdo dos rebanhos como negativos para diversas
doencas, inclusive a AIE. Este fato permite uma maior obtencdo de animais de qualidade,
estado sanitario adequado e alto valor agregado, o que leva ao atendimento das exigéncias
internacionais para o comércio. A comercializacdo, especialmente a internacional, de animais
de interesse econdmico geralmente requer a certificacdo de que esses animais sdo livres de
infeccdes persistentes ou latentes, como a infeccdo pelo VAIE. Por esta razdo as técnicas de
diagnostico devem estar em continuo aperfeicoamento, no intuito de atender as exigéncias do
mercado (ORSOLINI; LIMA, 2005; CEPEA, 2007).

Apesar de existir uma grande preocupacdo dos criadores que possuem animais
registrados em controlar a enfermidade, muitos outros que ndo possuem cavalos registrados
ainda nédo fazem o controle da AIE, que pode atingir uma prevaléncia alta nas tropas. Um dos
grandes problemas detectados e enfrentados pela maioria dos criadores é a dificuldade na
realizacdo do teste IDGA (SANTOS et al.,, 1995). A necessidade de acbes sanitarias
constantes gera custos altos. Em vaquejadas o custo de um IDGA para AIE gira em torno de

R$ 65,00 por exame (CEPEA, 2007).
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O impacto negativo causado pela AIE é bastante expressivo, a exemplo do que ocorreu
com o cavalo Pantaneiro. Esse animal foi introduzido no Pantanal pelos colonizadores. As
condicdes ambientais encontradas eram propicias para sua multiplicagio. Com o
desenvolvimento da pecudria na regido, o cavalo Pantaneiro constituiu-se num fator de
importancia econémica e social, tornando-se imprescindivel em trabalhos de gado e no
transporte regional. No final do século XIX a raca entrou em declinio principalmente devido a
doenca conhecida como Peste das Cadeiras e, posteriormente, outras ameagas como
cruzamentos indiscriminados com outras racas e, mais recentemente a disseminacdo da AIE

(SANTOS et al., 1995),

2.7. Diagnéstico

Até a década de 1960, o diagndstico era realizado atraves da inoculacdo do sangue
contaminado em equino sadio, que passava por monitoramento até o surgimento dos sinais
clinicos caracteristicos da AIE (MONTELARO et al., 1993). Em 1968, Kobayashi e Kono
conseguiram multiplicar o VAIE em cultura de leucécitos e adapta-los a linhagens celulares
continuas. Diversos testes soroldgicos foram desenvolvidos, dentre eles o IDGA, uma
adaptacdo do método de Ouchterlony, descrita por COGGINS; NORCROSS (1970). Este
método soroldgico foi amplamente aceito e padronizado internacionalmente. O IDGA baseia-
se na detecgdo de anticorpos contra a principal proteina do core viral, a p26 (BIRKETT et al.,
1997; JIN et al., 2005) e é o unico teste oficial para diagnéstico da AIE no Brasil. Somente

laboratorios credenciados pelo MAPA podem realizar o teste (BRASIL, 2008).

Na leitura do teste, soros de animais positivos formam uma linha de precipitacao visivel
a olho nu em meio semissélido (agar-gel), decorrente da formacdo do complexo antigeno

anticorpo. Conhecido como Teste de Coggins, 0 método detecta anticorpos precipitantes
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especificos em torno de 45 dias pés-infeccdo (d.p.i.) (COGGINS et al., 1972; ISSEL;
COGGINS, 1979). Esta janela imunologica pode produzir resultados falso-negativos, o que
contribui para a manutencdo da enfermidade nos rebanhos. Outra limitacdo é a subjetividade
inerente ao teste, uma vez que a leitura é realizada visualmente, requerendo pessoal muito
bem treinado para evitar resultados equivocados, principalmente quando os casos de viremia
sd0 muito baixos (TOMA, 1980; ISSEL; ADMS, 1982; LANGEMEIER et al., 1996;
MOTTA, 2007). Neste contexto, é importante a participacdo dos asininos e muares, que
geralmente apresentam baixos niveis de anticorpos séricos, mantendo um padrdo de reacao
muito fraco positiva nos testes de IDGA, que, por vezes, podem ser interpretados como
negativos (SCICLUNA et al., 2013). Apesar da facilidade de execucdo, o IDGA ndo é um
teste rapido, pois a leitura final s6 deve ser realizada em 48 horas. Mesmo com algumas
deficiéncias, a Organiza¢do Mundial de Satude Animal (OIE) recomenda o IDGA como prova

padrdo-ouro (OIE 2012).

H& mais de trinta anos vem se estudando e discutindo a necessidade de complementacdo
do diagnostico da AIE (MATSUSHITA et al., 1989; ISSEL; COOK, 1993). Em alguns paises
como os EUA e em regides da Italia, o ELISA também vem sendo utilizado como teste de
triagem oficial para controle da AIE (ISSEL et al., 1999; USDA/APHIS, 2002; SCICLUNA
et al., 2013). O ELISA ¢é um teste comercializado em vérios formatos, € mais sensivel que o
IDGA, ¢é passivel de automacéo e possibilita 0 exame de grande nimero de amostras com
quantidades minimas de reagentes (SUZUKI et al., 1982; REIS; LEITE, 1994). No entanto,
devido a sua limitada especificidade, podem ocorrer resultados falso-positivos (ISSEL et al.,

2013).

Uma forma de minimizar este problema é a utilizagdo do IDGA como teste

confirmatdrio para os ELISAs positivos. No IDGA as chances de liberagcdo de resultados
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falso-positivos sdo bem reduzidas. Assim, diminui-se a probabilidade de resultados erréneos,
pois, utiliza-se primeiramente um teste com elevada sensibilidade e confirmam-se os positivos
com uma prova de boa especificidade (SUZUKI, 1982; OIE, 2005). O uso de imunoblots foi
proposto como teste para diagnostico de AIE desde a década de 1980 (ISSEL et al., 1987) e
pode ser usado para detectar anticorpos contra diferentes proteinas virais (gp45, gp90 e p26).
Atualmente vem sendo discutida a possibilidade de aumentar a acuracia do diagndstico de
AIE através do Western blot para definir aqueles casos duvidosos/discordantes entre o0 IDGA
e 0 ELISA, principalmente em areas de altas prevaléncias (ALVAREZ et al., 2007; ISSEL et
al., 2013; SCICLUNA et al., 2013).

A utilizacdo do ELISA como teste complementar ao IDGA no Brasil é uma
necessidade mais que urgente. Um ELISA utilizando gp90 recombinante foi desenvolvido por
REIS (1997) e demonstrou ser mais eficiente do que o ELISA com antigeno p26 (SILVA et
al., 2003), pois detectou anticorpos mais precocemente. O teste apresentou boa correlacdo
com os resultados do IDGA e foi recomendado como teste de triagem em levantamentos
soroldgicos (MARTINS, 2004). Outros pesquisadores também vém desenvolvendo diferentes
antigenos recombinantes para serem utilizados em ELISA (PIZA et al., 2007; REIS et al.,
2012; COUTINHO et al., 2013). No entanto, deve-se considerar a variabilidade das
glicoproteinas de superficie, o que pode limitar o uso destas proteinas como antigenos, se
utilizados isoladamente nos testes diagndsticos. Estudos experimentais demostraram que,
assim como ocorre no IDGA, anticorpos contra a p26 so séo detectaveis a partir dos 45 d.p.i
no ELISA (LEROUX et al., 2004, COOK et al., 2013). Assim a utilizacdo de mais de uma
proteina como a gp90, gp95 e a p26, cujos anticorpos direcionados a elas sdo detectaveis em
momentos diferentes da infec¢cdo, pode trazer maior acuracia no diagnostico de AIE. Contudo,
ainda € importante destacar que mesmo sendo o ELISA um teste capaz de minimizar

resultados falso-negativos gerados pelo IDGA decorrentes dos animais com baixa carga viral,
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ele ndo pode fechar completamente a janela imunoldgica para aqueles casos de infeccdo
recente, pois, Sd0 necessarias cerca de trés a quatro semanas pos-infeccdo, para que 0s niveis
de anticorpos séricos sejam detectaveis nos referidos sorolégicos (COOK et al., 2013).

A necessidade de diagndsticos mais precisos para AIE vem estimulando
investigadores a novos estudos. A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), especialmente, o
Nested-PCR tem sido descrito como uma boa opcdo para detectar infeccdes precoces do
VAIE (MCCONNELL etal., 1983; SANTOS et al., 2011; DONG et al., 2012). No entanto, 0s
oligonucleotideos preconizados pela OIE podem ndo funcionar devido a variabilidade
genética encontrada na regido gag do genoma viral em isolados de diferentes localizacGes
geograficas (CAPPELLI et al., 2012; BOLDBAATAR et al. 2013). Este fato dificulta o

emprego de métodos moleculares para o diagnéstico da AIE na rotina de exames.

2.8. Leqislacdo e Controle

A Instrugdo Normativa n® 17 do MAPA, de 8 de maio de 2008, instituiu o Programa
Nacional de Sanidade dos Equideos (PNSE). Esse programa visa o fortalecimento da
equideocultura nacional por meio de acdes de vigilancia e defesa sanitaria animal. Um dos
objetivos é realizar vigilancia epidemioldgica e sanitaria das principais doencas dos equideos,
tais como Mormo e Anemia Infecciosa Equina, visando a profilaxia, controle e erradicagédo
destas doencas em todos os Estados da Federacdo. De acordo com o PNSE o transito
interestadual de equideos somente é permitido quando os animais estdo acompanhados da
Guia de Transito Animal (GTA). Na emissdo da GTA para equideo com seis meses ou mais
de idade é obrigatoria a apresentacdo de resultado negativo a prova de IDGA. A participacao

de animais em leildes, feiras, rodeios, exposi¢des, torneios e demais concentragdes, somente €
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permitida a equideos com resultados negativos na prova de diagnostico para AIE,
independentemente da necessidade da movimentacao interestadual.

Desde 1981, através da Portaria n°® 200, a AIE esta incluida entre as doencas passiveis
de aplicacdo das medidas previstas no Regulamento de Defesa Sanitaria Animal (Art.61 do
Decreto 24.548, de 03 de julho de 1934), sendo obrigatorio o sacrificio dos animais
infectados, uma vez que ndo existe cura ou tratamento. A legislacdo em vigor € a Portaria n°
84, de 19 de outubro de 1992, e estd em consulta publica, a Portaria n® 46, de 10 de setembro
de 2002.

A Instrucdo Normativa n°45, de 15 de junho de 2004, que prevé os procedimentos
gerais para profilaxia e combate a AIE, encontra-se em fase de revisdo. Uma das medidas
previstas refere-se as condices epidemioldgicas peculiares a cada Unidade da Federacédo
(UF). Em cada UF devera ser constituida uma Comissdo Estadual de Controle da AIE
(CECAIE), que sera responsavel pelas acdes de campo referentes a prevencdo e ao combate
da AlE.

O Diagnéstico Oficial devera ser realizado por laboratério credenciado, usando
antigeno oficialmente aprovado para IDGA. Os resultados poderdo ser utilizados na emissdo
de atestado negativo para AIE, e terdo as seguintes validades para efeito de transito: 180 dias
para equideos procedentes de entidades controladas e 60 dias nos demais casos. O equideo
que reagir positivamente a prova de IDGA sera considerado portador de AIE. O resultado
positivo devera ser imediatamente comunicado pelo laboratorio ao servigo Oficial de Defesa
Sanitaria Animal. Esses animais poderdo ser sacrificados ou marcados e isolados, dependendo
da politica sanitaria definida na UF. O equideo portador que ndo for sacrificado prontamente
sera marcado na paleta esquerda com a letra A e a sigla da UF onde se encontra o animal.
Quando a medida indicada for o sacrificio, este sera executado preferencialmente no local

onde se encontra o animal, com prazo maximo de 30 dias.
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O controle sanitario de entidades hipicas e de estabelecimentos que produzem, criam
ou mantém equideos é de responsabilidade dos proprios servicos veterinarios. As entidades ou
estabelecimentos serdo considerados controlados quando possuirem assisténcia veterinaria
permanente, ndo apresentarem animais reagentes positivos em dois testes realizados com
intervalo de 30 a 60 dias, e todo o seu efetivo equideo for submetido a prova, no minimo uma
vez a cada seis meses. Essas entidades ou estabelecimentos poderdo receber certificados
renovaveis a cada 12 meses, apos o reteste de todo plantel. Além disso, medidas como
separacdo de animais positivos dos negativos, testes soroldgicos periddicos, uso de uma
agulha por animal e separacdo de potros provenientes de éguas infectadas também ajudam no
controle da doenca.

Todas estas medidas sdo extremamente importantes para o controle da AIE, tendo em
vista 0 estagio de desenvolvimento de vacinas contra o VAIE que atingimos até o momento.
Os ultimos ensaios produziram ampla variedade de resultados, que incluem desde
agravamento da doenca até potencial imunidade a infeccdo homdloga (LIN et al., 2011a). No
entanto, no que diz respeito a prote¢do contra a infeccdo, algumas lacunas ainda ficaram
claramente abertas, havendo varia¢Ges importantes a depender do esquema vacinal utilizado.
Vacinas atenuadas sdo as mais recentemente estudadas e induzem respostas humorais que ndo
sdo distinguiveis daquelas produzidas por infecgdes naturais, 0 que € incompativel com todos
os esforcos de controle da AIE, atualmente baseados em testes sorologicos (LIN et al.,
2011b). Portanto, ainda ndo ha perspectivas de uso vacinal aplicavel para AIE em larga escala

(COOK et al., 2013).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Como exposto, o impacto negativo que a AIE causa no agronegocio equino brasileiro

ndo é recente e envolve diversos aspectos. A comecar pelos elevados custos de controle e
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fiscalizacdo sanitaria, baseados em sistema de diagnostico impreciso. Seguindo como entrave
no desenvolvimento de um potencial setor econémico, indo de encontro ao bem estar animal e
podendo causar prejuizos ao patriménio bioldgico brasileiro. Melhorar o status sanitario do
Brasil em relacdo a AIE nos tornaria mais competitivos no mercado mundial, permitindo
disputar maior espaco com outros paises. As exigéncias do mercado internacional sdo grandes
e sem a acuracia diagndstica necessaria mantém-se um numero significativo de animais

positivos nos rebanhos servindo de fonte de infeccdo e inviabilizando o controle da doenca.

Infelizmente, a vacina ainda ndo é uma realidade para uso em larga escala e no longo
prazo, portanto, o foco do controle deve estar baseado em ferramentas diagndsticas mais
precisas. Entendendo que é mais importante concentrar esforcos para definir com a minima
chance de erro os verdadeiros positivos, corrobora-se com a ideia de um diagnostico em trés
camadas (ELISA, IDGA e WB). A utilizacdo, conjunta ou paralela, de antigenos que
estimulam o aparecimento de anticorpos em diferentes momentos da infecgdo, também parece
ser uma alternativa para o diagndstico da AIE no ELISA. O uso de técnicas moleculares é
uma boa perspectiva, levando-se em conta, principalmente, a capacidade de detectar animais
em estagios iniciais da infeccdo. Espera-se que, com brevidade, o diagnéstico da AIE no
Brasil possa contar com alguma complementacdo para que seu controle seja mais efetivo. N&o
desmerecendo o IDGA, que tem muitas qualidades, considera-se um atraso contar apenas com
esta técnica para definir o destino do equideo testado, especialmente do ponto de vista
econémico e do bem estar animal. Diante de todas as inovagdes biotecnologicas da atualidade,

acredita-se serem possiveis maiores avancos no controle da doenca.
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Resumo

Em diversos paises apenas o soroldgico Imunodifusdo em gel de agar (IDGA) é considerado
prova oficial para diagndstico de animais infectados com o virus da anemia infecciosa equina
(VAIE). A legislacdo de alguns paises prevé gue animais positivos devem ser sacrificados,
determinando a grande relevancia do diagndstico no controle da doenga. Em estudo anterior
desenvolveu-se a proteina p26 recombinante (rp26) do VAIE, produzido na levedura Pichia
pastoris, para uso como antigeno em imunoensaios. A finalidade do atual estudo foi
padronizar um ELISA indireto (iIELISA) utilizando a proteina rp26 como antigeno e comparéa-
lo com o teste padrdo IDGA. Apos a andlise de 101 soros de animais IDGA-positivos e 704
IDGA-negativos no novo iELISA, foi observada uma excelente concordancia (kappa=0,9)
entre os testes. O ponto de corte (15%) foi selecionado pela observacdo da distribuicdo dos
valores relativos das densidades Opticas das amostras IDGA-positivas e IDGA-negativas. A
sensibilidade e especificidade relativas foram de 97% e 97,9%, respectivamente. Os 6timos
resultados encontrados com o0 uso da rp26 como antigeno no IELISA possibilita a

consideracdo de uma nova alternativa de diagnostico para AlE.

Palavras-chave: Diagnostico; AIE; ELISA; IDGA, proteina recombinante p26; P. pastoris

yeast.
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Abstract

In many countries the agar gel immunodiffusion (AGID) is considered the unique official test
for diagnostic of the animals infected with equine infectious anemia virus (EIAV). The law of
some countries provides that positive animals should be sacrificed, determining the high
relevance of diagnosis in disease control. In a previous study, we developed recombinant p26
(rp26) protein from EIAV produced in the yeast Pichia pastoris for use as antigen in
immunoassays. The purpose of the present study was to standardize an indirect ELISA
(iELISA) using rp26 protein as antigen and compare it with the standard serologic test AGID.
After analyzing 101 AGID-positive and 704 AGID-negative sera for EIAV at the new
IELISA, it was observed an excellent concordance (Kappa=0.90) between the tests. The cut-
off point (15%) was selected by observing the distribution of the relative values of the optical
densities of the AGID-positive and negative samples. The relative sensitivity and specificity
were 97% and 97,9%, respectively. The excellent results using the rp26 as antigen in iELISA

enables the consideration of a new alternative diagnostic test for EIA.

Key-words: Diagnostic; EIA; ELISA; AGID; p26 recombinant protein; P. pastoris yeast.
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1 Introduction

Equine infectious anemia (EIA) is an equidae retroviruses which has three different
stages of infection: acute, chronic and asymptomatic. The equine infectious anemia virus
(EIAV) induces inflammatory responses that lead to a down-regulation of the erythropoietic
system during the acute phase of infection (Felli et al., 2005). The EIA has no treatment or
vaccine available and belongs at list of exclusive diseases for equine from the World
Organization for Animal Health (OIE), constituting an important problem for the horse
agribusiness worldwide (OIE 2012). This virus may have high prevalence in areas with hot
and humid climate, which is associated with the main transmission form, carried by
hematophagous insects (Issel and Foil, 1984).

The OIE recommends the serological tests agar gel immunodiffusion (AGID) and
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as official tests for the international trade of
horses. However, most countries use only the AGID as standard serologic test for EIA. In
USA and some areas with higher prevalence of EIA in Italy, the ELISA is used as screening
test for complementation of EIA diagnosis (USDA/APHIS, 2007; Scicluna et al., 2013).
Although considered to be suitable for the routine in the field, due to easy execution and low
cost, the AGID test presents higher chances to obtain false-negative results (Issel et al., 1999).
This fact may be related to two main reasons; the first is associated with the immunologic
window period in the early phase of infection, because in this period it is not possible to
detect serum antibodies in serological tests (ELISA and AGID) for up to 45 days post-
infection (Coggins et al., 1972; Cook et al., 2013). And the second fact concerns the effective
and durable viral neutralization occurred in asymptomatic and chronic phases of the disease

that can generate very weak positive reactions in the AGID test, allowing misinterpretations.
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For these cases, the sensitivity of ELISA is very important and should be used as screening
test complementary to AGID (Craigo et al., 2002; Issel et al., 2013).

The immune response of positive animals in the AGID and ELISA tests is mainly directed
against the p26 protein, considering that this protein is produced in large quantities
(Montelaro et al., 1982; Chen and Montelaro, 2003). Despite showing some genetic
variability related to different geographic regions (Quinlivan et al., 2007; Cappelli et al.,
2011), this protein is considered conserved because it suffers a lower pressure of immune
selection when compared to surface glycoproteins (Zhang et al., 1999). The EIAV p26 protein
has been produced in different heterologous expression systems, especially Escherichia coli
(Jin et al., 1999; Alvarez et al., 2007; Piza et al., 2007). In this system, surface proteins such
as gp90 were also produced (Reis et al., 2012). However, E. coli may produce recombinant
proteins under insoluble form in the inclusion bodies, which makes the process of purification
and recovery of intracellular products more laborious (Yang et al., 2011). On the other hand,
it can be produced recombinant proteins in the yeast Pichia pastoris at low cost and good
efficiency. This system performs better post-translational processing than the prokaryotes and
enables the secretion of the protein facilitating its recovery (Pokoj et al., 2010). Considering
that the control of EIA is based on the diagnosis and the importance of a diagnostic test
complementary to AGID, the aim of this work was to standardize an indirect ELISA (IELISA)
using EIAV rp26 protein produced in P. pastoris as antigen and compare this assay with the

standard serologic test AGID.

2 Materials and methods

2.1  Production and preparation of the rp26 antigen for iELISA
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The detailed description of the production of rp26 protein in P. pastoris, its
identification, quantification and preparation for use in iIELISA are described in Coutinho et

al. (2013).

2.2 iELISA control sera

The serum of a set of four strongly positive animals in AGID test was collected and
precipitated as described by Santos (1989), constituting the positive control serum (PC1) used
in the test. Similarly, we obtained the negative control serum (NC), however for this group it
was selected animals from controlled entities with frequent serological monitoring performed
by the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA). All AGID tests
were performed by official entities according to Brazilian legislation (Brazil, 2004) using the

Bruch commercial kit (SP, Brazil).

2.3  IELISA test sera

A total of 101 AGID-positive and 704 AGID-negative samples were tested in the
IELISA. All positive samples and 224 negative samples were obtained from animals
inspected during interstate trips and from properties not monitored by MAPA. The 480
remaining negative samples were from properties monitored by MAPA.
2.4  iELISA standardization

The reagents concentrations were measured by titration using seven different
concentrations of P. pastoris supernatant containing the rp26 protein ranging from 0,2 to 0,9
ug/well. It was used two dilutions of the protein G conjugate (1/45000; 1/90000) and of the
PC1 and NC sera (1/50; 1/100). The best reagents concentrations were determined by the
highest discrimination between positive and negative sera. Absorbance values were expressed

by the positive/negative (P/N) ratio, using the average of duplicates in the follows form:
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average OD of the positive control minus the blank divided for the OD average of the
negative control minus the blank.

During 36 months, the biological activity of rp26 was monitored for use in the
IELISA. Aliquots of the same batch of antigen produced in 2011, stored at -20°C, were
thawed and used for periodic tests with maximum interval of one semester among them, in a
total of nine evaluations until the first semester of 2014. During this period, the same batch
and different batches of control sera were used. The determining criterion for this monitoring
was the antigen functionality in the iELISA compared to the evaluated control sera. These

sera were also periodically evaluated by AGID test.

2.5 IELISA

The iELISA was performed according to the descriptions detailed by Coutinho et al.
(2013), with the following modifications: ELISA microplate with removable rows (Greiner
Bio-One, SP, Brazil); dilution solution of serum 500 mM EDTA (in this solution it was added
the supernatant of P. pastoris transformed with the pPICZaA empty vector in dilution of
1:25); incubation of the serum in the described solution at room temperature for 30 minutes
before placed in the humid chamber; 50pl of tetrametylbenzidine (TMB) chromogenic
substrate (Sigma-Aldrich, SP, Brazil) was added directly to the wells; incubation of the
microplate in a dark chamber at room temperature for 5 minutes; reaction interruption with

1N sulfuric acid.

2.6 IELISA performance analysis
2.6.1. Repeatability and reproducibility
The repeatability of the test was assessed by the variability of the optical density (OD)

obtained in repetitions of known samples on the same plate. For this intraplate assay, besides
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the positive control serum (PC1) previously described in section 2.2, it was used a second
positive control serum (PC2) formed by another set of four strongly positive animals in
AGID. The PC1, PC2 and NC were tested 16 times on each plate. The reproducibility
(interplate variation) was evaluated using the same samples described above and performed
36 times for distinct executors in different days and plates. The means and the variation
coefficients (VC) were calculated.
2.6.2. Comparative analysis of iELISA with the AGID test

The agreement between iELISA and AGID test was determined by Kappa statistics with
95% confidence interval using the program Epi Info version 2002 (Dean and Arner, 2002).
The cut-off was defined based on the results of 480 AGID-negative samples from properties
monitored by MAPA. The absolute values of OD were converted into relative numbers using
the average of duplicates of PCV1 for each ELISA plate as 100% parameter (Castro et al.,
1999). The estimates of sensitivity and specificity were calculated as described by Astudillo

and Kantor (1981).

3 Results

3.1 Standardization

The best P/N ratio (P/N = 26) obtained in the standardization process determined the
following titrations for the iELISA: serum dilution 1/50, antigen dilution 1/300 (0.3 pg/well)
and conjugate dilution 1/90000. The analysis of absorbance data presented minimal difference
between the negative control and blank (0.019).

The evaluation of iIELISA showed the persistence of the functionality of rp26 antigen,
even when it was used high dilutions of the antigen. Additionally, the test maintained an

excellent ability to distinguish positive and negative sera during all the period of the study.
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3.2 Qualitative analysis of the IELISA
3.2.1 Repeatability
Data analysis demonstrates excellent repeatability of the test, since that it was only
observed mean standard deviation (SD) for the PC2 (SD = 0.027). The OD mean of PC2 was
0.819 (range 0.764 - 0.873) (mean + 2 SD) and the VC was 3%. The SD for the NC and PC1
was insignificant. The OD mean of NC was 0.020, varying between 0.017 and 0.026. The OD
mean of PC1 was 0.576 (range 0.549 - 0.620).
3.2.2 Reproducibility
The OD mean of NC was 0.019 (range 0.012 - 0.026) (mean = 2 SD) and the VC was
19%. The OD mean of PC1 was 0.579 (range 0.473 - 0.685) (mean £ 2 SD) and the VC was
9%.
3.2.3 Comparison between AGID test and iELISA
The OD mean of 480 AGID-negative sera used to define the cut-off was 3% and the
standard deviation was also 3%. The 15% cut-off value (mean + 4 SD) determined that of 805
sera tested in IELISA, 787 were in agreement with AGID test and 18 were discordant. Among
the discordant samples, 3 animals were considered false positive and 15 false negative (Table
1). These discordant samples can be observed in the intersection area of the frequency
distribution of positive and negative samples (between 5% and 40%), represented in Figure 1.
The concordance between the tests was 98% (Kappa index = 0.90) and the sensitivity and

specificity were 97% and 97.9%, respectively.

4 Discussion
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The P/N ratio obtained in the iIELISA standardization indicates excellent discrimination
between positive and negative sera. In this IELISA, there is little difference between the OD
values of NC and blank. This little difference may be related to the fact that P. pastoris is not
considered pathogenic to mammals; by contrast, this yeast is currently studied as
immunomodulators and induces growth in swine (Peng et al., 2014). The absence of
immunological memory against native P. pastoris proteins in negative sera of horses may
justify the OD values very similar to blank.

The data obtained in iELISA corroborate with the well-discussed sensitivity of this assay
(Suzuki et al., 1982; Reis and Leite, 1994), since 15 AGID-negative samples were positive in
IELISA. This fact may be associated with the possibility of these animals were tested in the
period before the appearance of detectable serum antibodies or effective immune response,
which determines the necessity of this samples be retested by ELISA and AGID (Cook et al.,
2001), or Western Blot (Issel et al., 2013). For the AGID-positive samples, it was obtained
high level of agreement in the iELISA, since only 3 samples were negative, that may be
related to nonspecific reactions or misclassification (Astudillo and Kantor, 1981).

The VC (repeatability and reproducibility) of iELISA were below the limit of 20%
variability cited by Jacobson (1998), which is considered a good result. Furthermore,
statistical analyzes revealed Kappa coefficient of 0.90, interpreted as excellent agreement
between AGID and iELISA (Landis and Koch, 1977). The similarity between these tests can
be explained because both assays utilize p26 as antigen, so it is expected very close sensitivity
(97%) and specificity (97.9%) data (Reis et al., 2012).

The production of viral proteins from cell culture is widely used and produces proteins
with very similar conformation to the native one (Kim et al., 1992), however it has higher cost
and requires more manufacturing steps (up to ten times more steps than the production of

recombinant antigens). Additionally, the presence of bovine serum proteins or even proteins
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from cells removed of the horses, used for the cultivation, contributes to conflicting results
immunoassays (Langemeier et al., 1996). Among the recombinant systems, E. coli is the most
widely used despite the known limitation that prokaryotes have for protein processing.
However, primary peptide structures are able to induce immune responses forming antigen-
antibody complex. Thus it becomes possible to obtain satisfactory results in immunological
assays using as antigens glycosylated proteins produced in prokaryotic expression systems
(Jenkins et al., 1996; Reis et al., 2012). Even so, it was used the yeast P. pastoris that presents
the ability to produce recombinant proteins with good processing pattern (Macauley-Patrick et
al., 2005) and secrete proteins, reducing the purification steps (Kobayashi et al., 2000).

The results presented in Coutinho et al. (2013) demonstrated that rp26 produced in P.
pastoris system was secreted and recovered through a simple process of dialysis. Current
results show that, even after 24 months of storage, the rp26 protein maintained its
functionality. Maintain the quality of biological macromolecules has become a major
challenge in the development of biotechnological products. In this sense, Singha et al. (2014)
presented good results with the utilization of deuterated water (D,0) to evaluate the stability
of recombinant EIAV p26 protein used in an ELISA. However, in this study, it was
considered that the extracellular environment in which the rp26 was stored do not damaged its
structure and that the mechanisms used for protein stabilization were sufficient to maintain the
bioactivity of the recombinant protein.

One of the variations that ELISA may present to minimize false-positive results is the use
of protein G as conjugate (Zanoni et al, 1989; Lambert et al., 1998). The great affinity that
this protein possesses with 1gG molecules enables its use as a substitute for secondary
antibody classically applied in ELISA (Kronvall, 1973; Encinas et al., 2011). Furthermore, it
is also described that the use of this protein in ELISA can minimize background reactions

(Ficapal et al., 1995), which was also observed in this study.
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In the EIAV infection, it is considered that the first antibodies are against the surface
glycoproteins, specifically gp90, whose titers are up to 10%-10° higher than the antibodies
produced against p26 (Montelaro et al., 1984; O'Rourke et al., 1988). However, because of the
immune pressure, these glycoproteins undergo frequent changes in the glycosylation process
which results in a mechanism of viral escape (Wei et al., 2003). Associated with this, the
glycosylation process may simply mask the immune neutralization epitopes (Kwong et al.,
2002; Sponseller et al., 2012). Taking these facts into consideration, we chose to use the p26
protein, which despite showing some genetic variability, have considered their coding
sequences conserved among different viral strains.

Facing the necessity to more accurate diagnoses for EIA, some options have been
proposed. The nested PCR is described as a good option to detect EIAV early infections
(Santos et al., 2011; Dong et al., 2012). However, the primers recommended by the OIE and
conditions for amplification may not produce amplicons from plasma or tissue samples. This
fact may be attributed to genetic variability found in the gag region of the viral genome in
isolates from different geographical locations (Boldbaatar et al., 2013). This limitation may
hinder the use of molecular techniques for the EIA diagnosis in routine examinations. On the
other hand, ELISA is a method already well established and used as the official screening test
(complementary to AGID) by some countries like USA and some regions of Italy (Matsushita
et al., 1989; Issel and Cook, 1993).

Besides ELISA, Western blot assay has also been proposed as a third option for EIA
diagnosis, especially in cases of disagreement between the ELISA and AGID, generally
associated with formation of non specific lines in the latter test (Alvarez et al., 2007; Issel et
al., 2013). According to Issel et al. (2013), for greater control of EIA, it is necessary to
eliminate any chance of keeping false negative animals in the herd, even if it is necessary to

consider the possibility of false positive diagnosis. Corroborating with these authors, it is
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understood that every effort to ensure greater accuracy in the diagnosis of EIA is valid. This
justifies the definition of the cut-off value in 15% for the IELISA, which favors on the
diagnostic sensitivity (Martinez et al., 2003), necessary for the AGID complementation.

In conclusion, P. pastoris expression system revealed a good choice for the synthesis of
EIAV rp26 protein due to its easy recovery from the culture supernatant, good biological
activity for the proposed assay during a long period (the antigen was evaluated during 36
months) and low cost of production. The great results using the rp26 as coating antigen in

IELISA allows the consideration of a new alternative for EIA diagnosis.
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TESTS AGID + AGID - TOTAL
IELISA + 98 15 113
IELISA - 3 689 692
TOTAL 101 704 805

Table 1. Comparison between results of serological analysis with iELISA and AGID.

700 4

600 -

500 - BN negative == positive

400 -+

300 -

200 -+

Frequency ( number of the equines)

100 -

% Optical density

Figure 1. Distribution of relative values of OD from 101 AGID-positive and 704 AGID-

negative equine sera.



102

7 CONSIDERACOES FINAIS

Como a maior parte das amostras de soro testadas no iELISA foi proveniente do
nordeste brasileiro, e diante da falta de trabalhos que descrevam os tipos e variacdes das cepas
do VAIE circulantes no Brasil, ndo foi possivel discutir a cobertura que o novo ELISA, aqui
desenvolvido, pode alcancar. Isto deve ser objeto de reflexdo, uma vez que estudos mais
recentes vém demostrando a variabilidade da p26 relacionada a diferentes areas geograficas.
Considerando-se que o Brasil tem dimensdes continentais, esta questdo torna-se mais
importante ainda.

Mesmo com excelentes resultados do iELISA, obtidos a partir da sintese do antigeno
em P. pastoris, faz-se necessario registrar algumas criticas em relacdo ao uso deste sistema.
Apesar de todas suas qualidades ja descritas, o sistema P.pastoris ndo produziu uma
quantidade de proteina tdo grande quanto o sistema E. coli, que também é utilizado para
produzir a p26 para os mesmos fins em outro estudo paralelo. No ensaio de IDGA, que requer
uma significativa quantidade de proteina para possibilitar boa visualizacdo da linha de
precipitacdo no gel, a rp26 produzida em P. pastoris ndo demonstrou bom desempenho,
produzindo linhas de baixa intensidade; fato que foi relacionado a quantidade de proteina
produzida. E bem verdade que isto ndo foi um problema para o iELISA, uma vez que este
teste, ao contrario do IDGA, requer quantidades minimas de reagentes. Além disso, €
importante relatar que foi realizada uma tentativa de otimizacdo da producdo da rp26 em
biorreator, porém sem sucesso. As anélises do sobrenadante nos ensaios de bioatividade néo
demostraram a presenca da proteina. Apesar de frustrante, esta ndo ¢ uma condicdo rara de
acontecer. A literatura relata inimeros casos de dificuldades em se reproduzir proteinas
bioterapeuticas de alta qualidade ou simplesmente funcionais, mesmo em sistemas como o de
P. pastoris. Entretanto, ndo se deve inferir maiores criticas a este processo de otimizacao, uma
vez que 0 mesmo ndo foi repetido.

Quanto ao diagnostico de AIE com o IELISA, é valido salientar que o teste ndo atende
a necessidade do diagnostico precoce, mantendo aberta a janela imunoldgica da doenca.
Atraveés da analise de infeccdo experimental, é relatado que, assim como no IDGA, somente
apos 45 d.p.i. os anticorpos contra p26 sdo detectaveis no soro dos animais infectados. Mesmo
assim, considera-se a importancia do ELISA na complementacdo diagndstica para AIE, por
ser um teste bem mais sensivel que o IDGA. Para animais que possuem carga viral muito

baixa, como é o caso de grande parte dos asininos e muares, ou mesmo para aqueles equinos
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que se encontram no estado crdnico/inaparente, 0 ELISA é uma ferramenta extremamente

util, pois pode evitar o diagnostico falso-negativo.



8 APENDICE A — Comité de Etica UFRPE
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Para que pudessem ser coletados os soros controle-positivo utilizados no iELISA fez-se

necessario formar processo junto ao Comité de ética no uso de animais (CEUA) da UFRPE.

Todas as coletas foram realizadas conforme descricdo no Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido momentos antes da eutanasia dos animais determinada pelo MAPA. A seguir séo

apresentados os documentos que compdem o processo de aprovacao deste projeto no CEUA.
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. RESUMO DO PROJETO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) € causada por um lentivirus da familia Retroviridae capaz de produzir uma infeccdo

persistente. potencialmente fatal em equideos. O Virus da Anemia Infecciosa Equina (VAIE), caracteriza-se por apresentar um
quadro degenerativo, ndo existindo vacina ou tratamento eficiente para a doenga. Esta virose, endémica no Brasil, possui altas

prevaléncias em dreas de clima quente € \imido, refletindo a forma mais comum de transmissiio realizada por insetos

hematéfagos. O rebanho equideo € estimado em 120 milhdes de animais no mundo, ficando o Brasil na quarta posi¢do, com
aproximadamente seis mithdes de equinos. O diagndstico da AIE ¢ realizado através do teste de Imunodifusdo em gel de dgar
(IDGA), indicado pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA). Animais positivos devem ser
eutanasiados de acordo com a legislagdo vigente, fato que justifica a grande preocupagdo ¢ vigilancia da doenga. Diante deste
cendrio, desenvolveu-seu a protefna p26 recombinante (p26r) do virus da anemia infecciosa equina (VAIE) produzido na
levedura Pichia pastoris para ser utilizado nos imunoensaios IDGA e ELISA. Portanto, tem-s¢ como objetivos para este projeto
de doutorado a otimizagdo dos bioprocessos envolvidos na produgdo do antigeno recombinante, bem como a padronizacdo ¢ a
validagdio dos testes sorologicos referidos, utilizando—se a proteina p26r do VAIE. O processo de producdio da proteina
recombinante p26r do VAIE descrito em Coutinho (2011) devera ser otimizado mediante matriz de variagdo de condi¢des
fisico-quimicas. Deverdo ser realizadas a padronizaciio ¢ a validacdo dos testes sorologicos IDGA/ELISA p26r que se
mostraram capazes de reconhecer a proteina recombinante, indicando seu potencial diagnéstico. Com 0 intuito de alcangar
esses objetivos teremos como meta a andlise da resposta sorologica de 100 animais negativos ¢ 200 positivos. Para isto, nossa
equipe conta com amostras de soros advindos de animais previamente testados pertencentes a laboratérios credenciados pelo
MAPA. Entretanto, para completar nosso namero amostral, também serfio necessarias coletas de soro de animais positivos que
estio sob a custédia do MAPA, seguindo a legislacdo vigente. Espera-se, ao final do projeto, a obtengdo de um pProcesso

aperfeicoado para a produgo do antigeno recombinante em questdo, ¢ que 0 mMEsmo possa ser utilizado em diferentes testes

|

diagnésticos para detecgdo da Anemia Infecciosa Equina.

5. JUSTIFICATIVA PARA A REALIZACAO DO PROJETO (DESTACAR A RELEVANCIA DO PROJETO
E CONTRIBUICAO PARA O AVANCO DO CONHECIMENTO ATUAL E/OU POTENCIAIS

BENEFICIOS PARA A ESPECIE SOB ESTUDO E/OU ESPECIE HUMANA)

O MAPA instituiu medidas sanitérias obrigatérias no combate a AIE em todo territério nacional, que incluem o diagnostico
oficial, pela prova IDGA,; sacrificio ou isolamento dos animais positivos e exigéncia do certificado negativo para trinsito
interestadual ¢ concentragdes de equideos, como feiras e exposigdes. Neste sentido, ressalta-se a importancia do
desenvolvimento ¢ aprimoramento de técnicas diagnésticas que ajudem na adogdo de medidas de controle da doenga no pais.

Assim, faz-se necessdrio a coleta de sangue de animais positivos a ser utilizada no processo de validagdo dos testes

sorologicos IDGA/ELISA p26r. O trabalho com proteinas virais recombinantes, que representam apenas uma fracdo do virus
¢ ndo a particula viral completa, proporciona uma menor exposiciio aos manipuladores, fato que estd em consonancia com 0s
preceitos de biosseguranca. Além disso, a expansdo da plataforma tecnologica dominada durante a execugio do projeto

permitira sua aplicagdo a outras enfermidades.
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Todas as faixas etarias

IDADE
SEXO Ambos 0s sexos
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AGUA (QUANTIDADE E FREQUENCIA)

HIGIENIZACAO (TECNICA E FREQUENCIA)

COLETA E DESTINO DOS RESIDUOS SOLIDOS E
LIQUIDOS

OUTRAS INFORMACOES

<

e CEUA-UFRPE
==1 Aprovadoem

13/0H A2

" Validade
Y 3 /0% | 2AY




s. PROCEDIMENTD EXPERIMENTAL (PREENCHER UM QUADRO PARA CADA TIPO)

NOME DO PROCEDIMENTO | Coleta de sangue venoso
REQUER INDUCAD DE PATOLOGIA OU LESAQ? Nio
GRAU DE SEVERIDADE Branda

PROVOC A INTENCIONALMENTE, DOR NO (S) ANIMAL | .
asy? '

S ANDMAL (IS) SERA (AO) IMOBILIZADO (9)? | 15,
SPECIFICAR (TIPO E TECNICA) -

SERA REALIZADO PROCEDIMENTO CIRURGICO? Nio
ESPECIFICAR (TIPO, TECNICA E FREQUENCIA). ’

USARA SEDACAO/ANALGESIA/ANESTESIA? |
ESPECIFICAR (DROGA, DOSAGEM, VIA E FREQUENCIA) |
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| QUAL O LOCAL ONDE SERA REALIZADO O | oo aniica
PROCEDIMENTO CIRURGICO? prcd.

INCLUSIVE CRMV, CASO SE APLIQUE

, : o
INDIQUE O MEDICO VETERINARIO RESPONSAVEL'. | 1 ciap, Cavalcanti de Arruda Coutinho CRMV-PE 3706

USARA PROTOCOLO DE PREVENCAO DE DOR NO POS-
CIRURGICO? ESPECIFICAR (DROGA, DOSAGEM, VIA E | Nao se aplica.
FREQUENCIA)

'SERA REALIZADA EXPOSICAO, INOCULACAO® OU
ADMINISTRACAO DE SUBSTANCIA? ESPECIFICAR | Nio se aplica.
(TIPO, DOSAGEM., VIA E FREQUENCIA)

SERA REALIZADA EXTRACAO DE FLUIDOS/TECIDOS?

ESPECIFICAR  (TIPO, METODO DE COLHEITA, | Sim. Sangue por venopungio com sistema de coleta a
QUANTIDADE E FREQUENCIA) vécuo (vaccutainer), 9 mL por animal em coleta unica.

SERA REALIZADA EUTANASIA“/A.BATE5 DURANTE O
E},(PERINIENTO? ESPECIFICAR (NUMERO DE ANIMAIS, | Ndo se aplica.
TECNICA, DROGA, DOSAGEM, ETC)

Tpara classificagdo considerar o Guia de Preenchimento do protocolo CEUA-Fiocruz _disponivel no link CEUA-UFRPE
2De acordo com a Lei 5.517 de 23 de outubro de 1968, Art. 5°, alinea “a”.

3Em caso de inoculo infeccioso, indicar a classe de risco

4Considerar a Resolugiio n° 714 de junho de 2002 do CFMV (atualizada em 2008).
SConsiderar téenica recomendada pela legislagio vigente, de acordo com a espécie (MAPA Instrugio Normativa N° 3, de 17 de janeiro de 2000)

10. JUSTIFICATIVA PARA O ENVOLVIMENTO DE ESTRESSE E/OU DOR INTENCIONAL NO (8)
ANIMAL (IS) EXPERIMENTAL (IS) - CASO SE APLIQUE

Nio se aplica.

11. INFORMACOES SOBRE O DESTINO DO (5) ANIMAL (IS) VIVO (S) OU MORTO (8), APOS O

Nio se aplica.

TERMINO DO EXPERIMENTO"

ood CEUA-UFW

A rovado em
Vi aEr)

A=ly Validade

43 o/ s
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Inclusive reutilizacdo do (s) animal (is). Neste caso, justificar.

12. INFORMACOES SOBRE AS CONDICOES DE BIOSSEGURIDADE E IMPACTO AMBIENTAL
OFERECIDOS PELO EXPERIMENTO — CASO SE APLIQUE

Nio se aplica. J

\

A CEUA- UFRPE
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B
== Validade
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13. TERMO DE RESPONSABILIDADE:

este projeto ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe
respons: laboradora é treinada para executar os procedimentos descritos nesse protocolo, estando todos cientes
dos ticos na Experimentagio Animal constantes na legislagdo vigente ¢ no Regimento Interno da CEUA-
UFRPE e concordo plenamente com as suas exigéncias durante a execugdo desse experimento.

Certifico que

NOME: _ Roberto Soares de Castro

paTa: J4/0%F 2012

~
ASSINATURA:

VETERINARIO RESPONSA VEL (CASO SE APLIQUE):

ASSINATURA DO MEDI

v Cafos AntonioAlves Ponlg
Prasidente
CEUA- UFRPE

109



(ao Proprietario ou Responsavel)

Nome da Pesquisa: USO DA PROTEINA RECOMBINANTE P26 DO VIRUS DA
ANEMIA INFECCIOSA EQUINA PRODUZIDA EM Pichia pastoris PARA TESTES
DIAGNOSTICOS

Instituicio: UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO - UFRPE

Prezado Senhor (a),

Estamos realizando um estudo sobre a Anemia Infecciosa Equina (AIE) para
contribuir com o controle da doenca. Sabemos que a AIE é uma doenga causada por um
virus, que ¢é transmitida por insetos, possuindo caréter cronico, ndo existindo tratamento
ou vacina. O objetivo dessa pesquisa é aprimorar os métodos diagndsticos ja existentes,
desenvolvendo um novo kit diagnostico mais eficiente.

Assim, pedimos a permissio para coletar sangue de seu animal afim de que este
material biologico possa entrar no banco de amostras da pesquisa para estudos
posteriores, sendo sua participagdo voluntaria. O volume total de sangue a ser coletado
serd de 1,0 L (3 latas de coca-cola), numa tnica vez, por pungdo venosa, em sistema de
coleta com bolsa de sangue, usando seringa estéril e descartavel. O procedimento serd
realizado por um médico veterinario capacitado que trabalhara respeitando o bem-estar
do animal. Queremos esclarecer que os riscos sdo minimos, pois a coleta de sangue ¢
um método rotineiramente utilizado. No entanto, alguns desconfortos podem ocorrer
como pequenos hematomas (manchas roxas no local da coleta).

Ao participar, o senhor estar contribuindo para um melhor controle da doenga,
tendo garantido os seguintes direitos:

1. Receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos procedimentos,
riscos e beneficios relacionados com a pesquisa;

2. A liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo;

3. A seguranca de que no sera identificado e que serd mantido o carater confidencial

da informag#o relacionada com a sua privacidade.
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i,

Solicitamos ainda a sua autorizagfo para que as informagdes desta pesqmsa

kS
possam ser apresentadas em publicagdes cientificas sem que o seu nome apareca: -fé 0
- Senhor (a) concordar que o seu animal participe da pesquisa, pedimos que assine este
documento, em duas vias, dizendo que entendeu as explicagdes e que esta de acordo.
Uma via ficard em sua posse € a outra em posse do coordenador da pesquisa, Dr.

Roberto Soares de Castro.

portador da cédula de Identidade, RG n° , residente a

e I

s

" tendo recebido as informagdes e ciente dos meus direitos acima relacionados, como

2 « responsavel pelo animal CoOC A4  ,dosexo_ o . depelagem ( ASTAA A
concordo com sua participagdo nesta pesquisa. A ¥
Assinatura do proprietario (ou responsavel):

_ ‘.i{f & o %4

*e "~ s Data [ /02 U.

W g @
Assinatura de um membro da equipe: o -
L e g k3

Pesquisador responsavel: Prof.Dr. Roberto Soares de Castro

Obs: Em caso de duvidas ou questionamentos procurar as pesquisadoras do

" LAVIAN/UFRPE -Luciana Coutinho ou Karin Fontes, no telefone: _

5

B
2
o




9 APENDICE B - Figuras Ae B

1

2001

o . .

Figura (A). Eutanéasia de animais IDGA-positivos para AlE.

Fonte: arquivo pessoal

iELISA-Grp26Pp
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Arquivo pessoal: L.C A. Coutinho
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Figura (B). Placa do iELISA-Grp26Pp . CP: controle positivo;

CN: controle negativo; BR: branco.

Fonte: arquivo pessoal
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