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RESUMO

A Maedi-Visna é uma doenga persistente, progressiva e debilitante em ovinos causada por
lentivirus que resulta primariamente em pneumonia intersticial e pode estar associada a mamite
eencefalite. Este trabalho teve como objetivo produzir antigeno a partir do virus Maedi-Visna total
parautilizagdo em ensaiosimunoenzimaticos. Na producao do antigeno foram utilizados cultivos
primérios de células de membrana sinovial caprina, infectados com amostra padrdao (MVV-
K1514). Assuspensdes virais foram tituladas e o antigeno semipurificado pela precipitagio em PEG
(polietilenoglicol) e ultracentrifugacdo. Foram realizadas eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e Western Blotting (WB). A SDS-PAGE de origem viral e do meio de cultivo resultou
em varias bandas protéicas. No WB constatou-se a presenca de sete proteinas imunogénicas de
pesos moleculares aproximados de 16, 27, 35, 50, 42, 63 e 123 kDa. Destas, trés proteinas (16, 27 e
50kDa)apresentaramboareacdoimunogénica. O trabalhoabre perspectivas da utilizacao de testes
imunoenzimdticos com maior sensibilidade para lentivirus ovino.
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ABSTRACT

MAEDI-VISNA VIRUS: ANTIGEN PRODUCTION, PROTEIN AND ANTIGENIC ANALYSIS.
Maedi-Visna is a persistent, progressive and debilitating disease in sheep caused by lentivirus
which results primarily in interstitial pneumonia and may be associated with mastitis and
encephalitis. This study aimed to produce antigen from the Maedi-Visna virus for use in
immunosorbent assay. The antigen was produced using secondary cultures of cells from sheep
synovial membrane, infected with the standard sample (MVV-K1514). The suspensions were
titered and the viral antigen was semipurified by precipitation in PEG (polyethylene) and
ultracentrifugation. Theisolates were then submitted to polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) and the western blot (WB) technique. The SDS-PAGE of viral origin and of the culture
medium resulted in several protein bands. The WB revealed the presence of 7 immunogenic
proteins of approximate molecular weights of 16,27, 35,50, 42, 63 and 123 kDa. Of these, 3 proteins
(16, 27 and 50 kDa) showed good immunogenic reaction. This work opens up prospects of using
enzyme immunoassay with greater sensitivity to lentivirus-infected sheep.
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INTRODUCAO

A Maedi-Visna é uma infecgdo persistente de
ovinos, causada por lentivirus, resultando primari-
amente em pneumonia intersticial, podendo apre-
sentar mamite e encefalite associadas. Segundo
MCcGUIRE et al. (1990), existem vérias cepas deste
lentivirus diferindo na viruléncia e antigenicidade.
Varias pesquisas demonstram a caracterizacao de

antigenos dos lentivirus (DaHLBERGef al. 1981; DAVIES
et al., 1997).

Houwers et al. (1982) desenvolveram um ELISA
para a detecgdo de anticorpos para o MVV com um
antigeno parcialmente purificado, compararam com
aimunodifusdo em gel de agarose (IDGA) e o teste de
fixacdo de complemento (FC), e verificaram que todas
asamostras positivasnaIDGA, FC ouambas também
foram positivas no ELISA. HouwErs; ScHAAKE (1987)
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utilizaram anticorpos monoclonais parap27 doMVV
num ELISA sanduiche de bloqueio com dois
anticorpos (“ double antibody sandwich blocking - DAS
blocking”) e os resultados foram comparados com
aquelesobtidosnaIDGA eno ELISA-i. Anovatécnica,
denominada de CTB-ELISA, foi altamente especifica
e tdo sensivel quanto IDGA e ELISA-i.

A eficiéncia dos programas sanitarios de contro-
le delentivirus de pequenos ruminantes depende da
sensibilidade e especificidade dos testes utilizados
no diagnéstico inicial, da freqiiéncia de sua utiliza-
¢do, no monitoramento sorolégico das medidas im-
plantadas e nos manejos utilizados no rebanho.
Para realizacdo periddica de testes sorolégicos dos
rebanhos, a técnica de IDGA é empregada mundial-
mente como método de triagem e monitoramento das
fases iniciais de programas de controle mas, apesar
da boa especificidade, a IDGA pode apresentar re-
sultados falso-negativos KnowLEes, 1997). Testes
sorolégicos com maior sensibilidade devem ser uti-
lizados quando ocorrer reducdo substancial daquan-
tidade de animais soropositivos, testados por IDGA
e, ainda, quando a taxa de soroconversdo no reba-
nho, apesar de baixa, for mantida (EmMBRrAPA, 1996).
Segundo ScHROEDERet al. (1985), a IDGA ndo é muito
sensivel além do tempo de estima para sua realiza-
¢do (dependente do nimero de amostras) e leitura
(em média de 48 a 72 horas), principalmente em
grande quantidade de animais. Em decorréncia des-
te aspecto, distintas modalidades de testes
imunoenziméticos tém sido desenvolvidas para a
deteccdo de anticorpos contra lentivirus de peque-
nos ruminantes, utilizando antigenos nativos ou
recombinantes (KNowLEs, 1997). Este trabalho teve
como objetivo produzir antigeno para ensaios
imunoenzimaticos preparado a partir do virus
Maedi-Visna total e analisa-lo quanto ao perfil
protéico e antigénico.

MATERIAL E METODOS
Cultivo de células

Para producdo de suspensdes e titula¢des do
lentivirus ovino (LVO), foram utilizados cultivos pri-
marios de células de membrana sinovial caprina
(MSC) obtida por “ explant” a partir de cabrito (oriun-
dodorebanhocomprovadamentenegativoaos LVPR,
mantidona EMBRAPA Caprinos) comprovadamente
negativo para LVPR, seguido de sub-cultivos por
tripsinizagado das células (PINHEIRO, 2001), totalizando
um namero limitado a 17 passagens.

Virus, titulag¢do e suspensao viral

Na producdo da suspensdo viral utilizou-se
amostra padrdo do virus da Maedi-Visna -Cepa
K1514!com titulo inicial de 10*? dose infectante em
cultura de tecido/mL (TCID/mL). Monocamadas
semicon fluentes (90a 95% de confluéncia) de Mem-
brana Sinovial Caprina (MSC) (11° passagem), cul-
tivadas em garrafas roller de 830 cn? de superficie
de cultivo, foram inoculadas, 72 a 96 horas apés
passagem, com 15 mL de suspensao viral contendo
200 doses formadora de sincicio (DFS)/mL diluida
em meio essencial minimo (MEM) sem soro fetal
bovino (SFB). Apés 60 minutos adicionaram-se
135 mL de MEM com 5% de SFB. As garrafas foram
incubadas a 37° C em estufa (5% de CO,), sendo
observadas diariamente para averiguar a evolugdo
do processo. Coletou-se o sobrenadante semanal-
mente por trés vezes ou até a destruicdo de 75% da
monocamada. Os sobrenadantes coletados, bem
como as garrafas contendo sobrenadante da tiltima
coleta, foram congeladas a -80° C para posterior
titulacdo e producdo do antigeno. As suspensoes
virais foram tituladas em microplacas, por dilui-
¢Oes decimais em MEM sem SFB, utilizando-se oito
repeti¢des por dilui¢do. A cada 50l dadiluicdaoda
suspensdo de células de MSC contendo 3,0 x 10*
células/cn?foi adicionado 50 nl. de virus. Foram
mantidos pogos com controle positivo (células de
MSC e LVO) e negativo (células de MSC e MEM). As
microplacas foramincubadasemestufaa37°Ccom
5% de CO, durante 14 dias com observacao diaria
do efeito citopatico (ECP) caracteristico (formacédo
de sincicios). Apoés este periodo, a suspensdo de
células foi fixada em metanol e corada com cristal
violeta a 0,1%. O titulo, calculado segundo Reep;
MueNcH (1938), definido como areciproca da maior
diluicdo que apresentou, 14 dias ap6s inoculacéo,
sincicios em 50% dos pogos inoculados,
correspondendo a uma DFS (Castro, 1998).

Purifica¢do do virus e producao do antigeno

Na producdo do antigeno, os sobrenadantes das
coletas iniciais e o contetido das garrafas mantidos
congelados foram submetidos a dois ciclos de conge-
lamento e descongelamento e entao clarificados por
centrifugacdo a 3.300 g em rotor Sorvall GSA a 4° C
por 20 minutos. A suspensao clarificada foi precipi-
tada com PEG-8000 a 40%, até a concentragao final
de 8%, por 18h a4°C, soblenta agitacado, seguida de
nova centrifugacdo a4°Ca12.000 gem rotor Sorvall
GSA por 60 min (REeis; LeiTg, 1994). O sedimento foi
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suspenso em TNE (10,0 mM Tris-HCI, pH 7,4; 10,0
mM NaCl; 1,0mM EDTA) na proporcdo de 10% do
volume original da suspensdo viral e ultracentri-
fugado em colchdo de sacarose (25% em TNE) a
32.500 g por 120min a 4°C (Houwerset al., 1982). O
sedimento foi suspenso em PBS (0,056M; 1,5M NaCl;
pH?7,4) contendo 0,20mM de phenylmethylsulphonyl
fluoride (PMSF) na proporgao de 0,5% do volume
inicial.

Dosagem de proteina,SDS-PAGE e Western
Blotting (WB)

A concentragdo de proteina total foi determinada
segundo BRADFORD (1976) e o antigeno mantido a-20° C
atéarealizacdo dos ensaioslaboratoriais. O antigeno
purificado foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando mini-gel?com
4% de gel de concentracdo e 12% de gel de separagdo,
acompanhado com padrdo broad-range (10 - 200
kDa)? (LaemMmi, 1970). O perfil eletroforético foi deter-
minado nas amostras de antigeno diluidas em tam-
pao de amostra (SDS 10%; glicerol 20%; azul de
bromofenol 0,2%; 0,5M Tris-HCI, pH 6,8) aquecendo
amistura a 100° C por 3 minutos. As proteinas do gel
foram coradas usando azul de Comassie, segundo
HarLoN; LANE (1988).

No WB, as proteinas do antigeno, inicialmente
separadas por SDS-PAGE, foram transferidas do
gel paramembrana de nitrocelulose!(MN) através
do trans-blot® em tampao de transferéncia, por 60
minutosa100 voltse350 mA. Apés a transferéncia
para MN, as proteinas foram bloqueadas comsolu-
¢do de bloqueio (PBS Tween 0,3%) por 60 minutos
e lavadas com solugdo de lavagem (PBS Tween
0,05%) por trés vezes, cinco minutos cada. O soro
positivo do kit comercial® para diagnéstico do
Maedi-Visna foi diluido (1:50),adicionado as MN
e incubado por 90 minutos a 37° C. Em seguida as
MN foram novamente lavadas, sendo colocado
conjugado de coelho anti-IgG caprina marcado
com diluido (1:1500) em PBS, por 60 minutos.
Apobs lavagem com PBS Tween 0,05% por trés
vezes, cinco minutos cada,e com PBS, duas vezes,
cinco minutos cada, a MN foi colocada em solugao
de DAB/4-Cloronapthol (solugdo A- 12 mg de

Diaminobenzidine em 12 mL de PBS, solugéo B-5
mg de 4-Cloronapthol® adicionado a 2 mL de
metanol mais 10 mL de PBS), acrescentou-se 10 mL
de H,O,a 30% por aproximadamente 15 minutos
ao abrigo da luz. A reacdo foi finalizada com a
lavagem da MN com agua destilada. Todas as
etapas, com excecdo da revelagdo, foram realiza-
das sob agitagao.

RESULTADOS

A producao do antigeno do virus total da Maedi-
Visna resultou em volume de 2,0mL apresentando a
quantidade de proteina de 2,5ng/ mL. Em eletroforese
(Fig. 1) verificou-se varias bandas protéicas indepen-
dente de ter se utilizado 5ng ou 10 ng nas canaletas.
As proteinas tinham pesos moleculares variando de
16 kDa a 123 kDa.

No immunoblot (Fig. 2), quando utilizou-se uma
quantidade de 10 ng na canaleta, observou-se sete
proteinas imunogénicas, com os pesos moleculares
aproximados de 16, 27, 35, 50, 42, 63 e 123 kDa.
Entretanto, asbandas de pesomolecularaproximado
de 16k Da e 27 kDa foram as que apresentaram maior
reagdo imunogénica, seguida pela proteina p50. As
bandas de peso molecular de 35, 42, 63 e 123 kDa
também apresentaram uma boa reagdo imunolégica
(considerando-se as que apresentavam reacao mais
forte). Quando se utilizou soro negativo nao se verifi-
coubandas protéicasimunogénicas pela inexisténcia
de ligacoes.

DISCUSSAO

Na Quadro 1 estdo listadas véarias proteinas
antigénicas encontradas em alguns trabalhos para o
MVV. Avaliando as proteinas encontradas neste tra-
balho com as observadas por diversos autores encon-
tramos uma similaridade com as seguintes proteinas
virais: glicoproteinas- gp90, gp70 e gp38; ascore pro-
teinas - p27, p19 e p14; bem como, o precursor viral
Preae55.

Segundo Kwang; CutLip (1992) a glicoproteina
transmembranica (gp44) e a proteina do capsideo

2Mini-Protean II Cell® - Bio-Rad.
*Broad-range 10-200kDa Protein Ladder. Gibco.

*Membrana de nitrocelulose Dura-blot™, com poro de 0,45mm.SIGMA.

5Trans-blot © - Bio-Rad.

¢Caprine Arthritis-Encephalitis/ Ovine Progressive Pneumonia Antibody TestKit. Veterinary Diagnostic Technology,Inc®

- USA.
73,3’-Diaminobenzidine (DAB) - Sigma.
84-Cloro-1-Naphto - Sigma.
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(p27) s@o os principais determinantes antigénicos
doslentivirus ovinos, o que corroboraem parte com os
achados neste trabalho, onde se verificou a presenga
da p27.

Muitos trabalhos tém sido realizados para deter-
minar-se a nomenclatura em termos de peso mo-
lecular, glicosilagdo e quantidade dos polieptideos
(relatadosentre10a25em virus Maedi-Visnamaduro)
em lentivirus ovino. Além disso, trés polipeptideos
gag foram descritos para este género de virus em
ovinos, p14, pl6 (também designado como p15) e
p25, considerada a principal proteina do capsideo
(também designada p26, p27, p28 e p30) (TorrasoNet
al., 1992).

A banda de 35kDa é um precursor (Pr35) que, de
acordo com Sonico et al. (1985), pode ser a gp39. A
existéncia da gp44 (reportada como 44kDa, 45kDa
ou 46kDa), a p50 (ou gp51), bem como a gp70, foi
relatada por TorrasoN ef al. (1992). A p80 e a gp90
(reportada como gp92) foram descritas {Hassk;
BARINGER, 1974; CHEEVERSetal., 1988). Um polipeptideo
fosforilado (gp90) pode, possivelmente, ser parte da
transcriptase reversa. Relatam-se, também, a gp105

94 kDa

v

67 kDa

43 kDa

30 kDa

20kDa —»

Fig.1- Eletroforese de antigeno do virus da Maedi-Visna
cepa K1514.

e a gpl35 (descrita como gp115, gp140 ou gp145).
FevVEREIRO; BARROS (2004) identificaram as proteinas
relacionadas ao isolado P1OLYV, tendo registrado a
ocorrénciadaPr55Gag, p16, p14, Pr160GagPol, p30,
gp150, gp125e gp 41. A proteina de peso molecular
aproximado 123 kDa, detectada pelo immunoblot
neste trabalho, esta relacionada ao precursor
Pr160GagPol. Com o lentivirus caprino (LVC) os
relatos sdo semelhantes.

TorrasoN et al. (1992) relataram que alguns
antigenos, especialmente as glicoproteinas, sdo sen-
siveis ao tratamento sofrido na purificacdo. Relatam,
também, que no inicio dos testesimmunoblote ELISA
comerciais para o diagndstico do lentivirus humano
(HIV) os glicopolipeptideos eram pobremente expres-
sados, provavelmente devido a perda destes durante
a preparacdo. Ozyoruk et al. (2001) verificaram no
immunoblot que anticorpos monoclonais reagiram
com glicoproteina de superficie do virus CAEV-63
seguidos de desnaturacdo somente na auséncia de
agente redutor, indicando que as pontes dissulfeto
intramolecular foram essenciais para a integridade
do epitopo.

<— 123 kDa

<— 63 kDa

<— 50kDa
<— 42kDa

<— 35kDa

<— 27kDa

<— 16kDa

Fig. 2 - Immunoblotting do antigeno do virus da Maedi-
Visna. Verificou-se a presenga de sete bandas com reagao

imunogénica sendo trés mais reagentes com peso
molecular aproximadamente de 16, 27 e 50 kDa.

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.75, n.4, p.423-429, out./dez., 2008



Maedi-Visna virus: producao de antigeno, analise protéica e antigénica.

427

Quadro 1 - Polipeptideos encontrados no MVV segundo varios autores.

Autores (ano) Virus  Teste Proteinas encontradas (kDa)
DaHLBERG et al. (1981) CAEV ~ Imunoprecipitacio CAEV - gp155, gp140, p63, p51, p28, pl7, pl4
MVV MVV- gp155, gp135, gpl05, p56, p46, p27, pl5,

p13,5

TorrAsON et al. (1992) MVV Immunoblot MVV-gp135, vérias bandas (0-100kDa), p35, p25,
pl6, pl4

Varea (2001) MVV Immunoblot pl4, p17, p25, gp46

CONCLUSAO DAVIES, ].M.; ROBINSON, W.F.; CARNEGIE, P.R.

As proteinas antigénicas encontradas neste tra-
balho, por ja terem sido constatadas por outros
autores, levam a perspectiva de sua utilizagdo na
producdo de antigeno em testes diagnosticos. A
presenca de precursores, inclusive, permite a pos-
sibilidade do diagnéstico de proteinas imaturas.
Assim, a identificagdo de proteinas existentes nos
antigenos permitird, inclusive, a utilizacdo, ou mes-
mo o desenvolvimento, de técnicas de producao de
antigeno que conservem ao maximo as proteinas
virais.
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