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Resumo

O controle da anemia infecciosa equina (AIE), doenga causada por um lentivirus, é realizado
principalmente pela eliminacdo de animais positivos detectados pela técnica de imunodifusdo em gel &gar
(IDGA), que é o teste oficial e Unico utilizado para o diagnéstico desta enfermidade no Brasil. O teste de
IDGA pode apresentar resultados falsos negativos ou duvidosos, formando uma linha de precipitacdo
muito fraca, principalmente quando se trata de animais recém-infectados ou em amostras de asininos e
muares. Em um estudo pioneiro, foi mapeado e identificado através da técnica de spot synthesis um
epitopo consenso, localizado na regido do gene que codifica a proteina gp45 transmembrana do envelope
viral, para uso em diagnostico e identificacdo de equinos, asininos e muares infectados pelo EIAV. Com
base nesses resultados, foi sintetizado um peptideo (pgp45) soltvel linear com 20 aminodcidos e utilizado
como antigeno em um teste de ELISA indireto. Quando avaliado em amostras de campo, no qual foram
testadas 859 amostras de soros de equideos, observou-se uma concordancia com IDGA de 96,1%,
sensibilidade e especificidade de 98,6 e 95,6%, respectivamente. O pgp45 foi capaz de detectar um
animal como soropositivo no 13° dia apds inoculacdo experimental com amostra Wyoming do EIAV. O
peptideo pgp45 foi eficiente em detectar anticorpos anti-EIAV em equinos, asininos e muares infectados,
podendo ser uma alternativa para o diagnostico, principalmente se utilizado como um teste de triagem,
pois obteve-se uma alta sensibilidade, contribuindo para o controle da AIE.

Palavras chave: Equideos, Spot synthesis, Anemia infecciosa equina, Epitopos, ELISA indireto.

Abstract

The control of equine infectious anemia (EIA), a disease caused by a lentivirus, is made primarily by the
elimination of positive animals detected by the agar gel immunodiffusion test (AGIDT), which is the
official test and the only method used for the diagnosis of EIA in Brazil. The AGIDT may show false
negative or doubtful results, since a very weak line of precipitation is formed, especially when it comes to
newly infected animals or samples from donkeys and mules. In a pioneering study, we mapped and
identified by spot synthesis technique an epitope consensus for identify equids infected with EIAV,
located in the region encoding the envelope protein gp45 of EIAV. Based on these results, we synthesized
a soluble peptide (pgp45) with 20 amino acids in length that was used as antigen in an indirect ELISA
test. When evaluated on field, in which 859 equine serum samples were tested it revealed a correlation of
96.1% with AGID and 98.6 and 95.6%, of sensitivity and specificity respectively. The pgp45 was able to
detect an animal as seropositive at 13° day after experimental inoculation with the Wyoming strain of
EIAV. The peptide pgp45 was efficient in detecting antibodies against EIA in horses, donkeys and mules
infected with EIAV as well and, could be an alternative for the diagnosis, especially if used as a screening
test, since it has a high sensitivity, contributing to the control of the EIA.

Keywords:  Equidae, spot synthesis, equine infectious anemia, epitopes, ELISA.



1. Introducéo

A anemia infecciosa equina (AIE) é uma doenga causada por um retrovirus, membro da familia
Retroviridae e do género lentivirus, o Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) que infecta os equideos,
levando a uma infeccdo persistente. A AIE é uma doenca de notificacdo obrigatdria e € caracterizada
como uma das principais doencas virais que acometem os equideos no mundo, causando diversos
prejuizos ao setor da equideocultura. Até o momento ndo existe vacina ou tratamento eficaz, sendo que os
animais infectados podem se tornar portadores assintomaticos e potenciais transmissores da doenca.

A principal forma de controle da AIE ¢ a partir da identificacdo dos animais infectados pelo
EIAV através do diagnostico sorolégico, e a imunodifusdo em gel agar (IDGA) sendo um dos testes
recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o diagndstico no
Brasil. Apesar da facilidade de execuc¢do, a IDGA nédo é um teste rapido, pois a leitura é feita em até 48
horas e ndo permite automacao na sua execucao. Além disso, a baixa sensibilidade pode levar a obtengdo
de resultados falsos negativos ou duvidosos, principalmente quando se trata de animais recentemente
infectados. Outro problema normalmente observado, porém, com pouca informacdo publicada é sobre a
dificuldade do diagnostico em asininos, que normalmente possuem baixos titulos de virus e de anticorpos
especificos no sangue.

A literatura tem mostrado a necessidade de desenvolvimento de novos testes de diagndstico para
a AIE que sejam mais rapidos, mais sensiveis e capazes de detectar animais em fases precoces da
infeccdo. O diagndstico é importante principalmente para as espécies de asininos e muares, que podem
apresentar resultados falso-negativos na IDGA e apresentam resultados discordantes entre alguns testes
sorolégicos, o que dificulta ainda mais o controle da doenca, pois animais infectados podem ser
diagnosticados como negativos, facilitando a disseminacdo do EIAV, prejudicando o controle da doenca.

A técnica de Spot Synthesis é uma metodologia que realiza o mapeamento de sitios
imunogénicos em uma determinada proteina para avaliar os principais epitopos com potencial uso em
imunodiagndstico e vacinas. O mapeamento de uma regido génica do EIAV realizado através desta
técnica visa encontrar epitopos imunodominantes comuns para as espécies de equinos, asininos e muares,
sendo uma ferramenta Util no desenvolvimento de um antigeno eficaz para o uso no diagndstico
laboratorial da AIE.

2 Objetivos

O presente trabalho visa mapear e identificar epitopos da proteina correspondente ao gene env do
EIAV através da técnica de Spot Synthesis, para subsequente sintese de peptideo solUvel e aplicagdo deste
em ensaio imunoenzimatico para o diagnostico da AIE em asininos, equinos e muares.



3. Revisdo de literatura

3.1 Historico da AIE

O primeiro relato de sinais clinicos associados a anemia infecciosa equina ocorreu em 1843 na
Franca. Em 1904, os pesquisadores Valle e Carré publicaram um trabalho descrevendo o virus da anemia
infecciosa equina, sendo este o primeiro virus de equinos a ser identificado, afirmando que o EIAV era
um agente infeccioso e filtravel. Eles observaram a transmissdo do virus através da transferéncia de
pequenas quantidades de sangue retirado de um cavalo infectado e inoculado em um burro, mostrando
que o virus persistiu no animal receptor mesmo ap6s o desaparecimento dos sinais clinicos (Montelaro et
al., 1993).

No Brasil, a AIE foi diagnosticada pela primeira vez em 1968 no extinto Estado da Guanabara
por Dupont et al. (1968) e neste mesmo ano Guerreiro et al. (1968) também descreveram o primeiro caso
no Estado do Rio Grande do Sul. Em Minas Gerais a doenca foi descrita também em 1968, em um cavalo
na Vila Hipica de Belo Horizonte, mas a descoberta s6 foi publicada em 1971 através de exames
anatomopatoldgicos, citando ainda a comprovacdo de mais 18 casos em equideos do Joquei Clube de
Minas Gerais (Batista Janior e Fonseca, 1971).

Os dados oficiais da AIE em todo mundo ndo apresentam a verdadeira prevaléncia da doenca,
uma vez que se referem, exclusivamente, aos exames laboratoriais realizados para trénsito com a
finalidade de venda dos animais ou participacdo em eventos agropecuarios controlados pelos servicos
oficiais de defesa sanitaria animal de cada pais (Santos; Leite; Reis, 2012).

Em um levantamento soroepidemiologico realizado por Almeida et al. (2006), em equideos de
servigo no Estado de Minas Gerais, considerando uma amostragem de 6540 soros oriundos de todas as
regides do estado, o mesmo foi considerado area endémica para AIE, com uma prevaléncia média de
5,3% para rebanhos e 3,1% para animais. As mais altas prevaléncias para rebanhos foram encontradas na
regido Norte/Nordeste (14,9%) e regido Vale do Mucuri/Jequitinhonha (12,5%). Um estudo realizado no
municipio de Poconé na regido do Pantanal Mato-grossense observou-se uma prevaléncia de 31,5 % de
eqliideos positivos para AIE e 52% de propriedades que tinham pelo menos um animal confirmado com a
doenca (Borges et al., 2013).

3.2 Etiologia

A anemia infecciosa equina é causada pelo EIAV, pertencente ao género Lentivirus, familia
Retroviridae e subfamilia Orthoretrovirinae, um virus envelopado que possui genoma constituido por
duas fitas simples idénticas de RNA ndo complementares, de polaridade positiva. Seu nicleo tem forma
cbnica e a simetria do capsideo é icosaédrica (Clements; Zink, 1996, Leurox; Cadore; Montelaro, 2004).

O EIAV possui 0 mais simples genoma dentre os lentivirus e contém trés genes estruturais e
funcionais denominados: gag, pol e env, que codificam proteinas da estrutura viral e algumas enzimas
(Montelaro, 1993; Clements; Zink, 1996). O gene gag codifica as proteinas p9, p11, p15 e p26 presentes
no capsidio viral; o gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase e protease e o gene env
codifica as glicoproteinas estruturais gp90 de superficie externa e a gp45 transmembrana, sendo estas
responsaveis pela interagdo com os receptores da célula-alvo e eventos de penetracdo celular
respectivamente (Leroux; Cadore; Montelaro, 2004). O EIAV apresenta ainda trés fases abertas de leitura
que codificam proteinas reguladoras da replicacdo viral (tat, rev e S2) (Stephens; Casey; Rice, 1986).

3.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos da AIE sdo variaveis, pois dependem da dose e da viruléncia da amostra
infectante, como também da susceptibilidade individual do hospedeiro. Apesar disso, a resposta clinica
dos equideos acometidos pelo EIAV pode ser dividida em trés fases: aguda, cronica e inaparente (Sellon
et al., 1994).

As principais manifestacdes clinicas da fase aguda sdo a trombocitopenia associada a febre,
anorexia, palidez de mucosas, hemorragias petequiais, ictericia e edema nas regides inferiores do corpo,
com uma duracdo de 5 a 30 dias p6s-infec¢do (Cook et al., 1998).
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A fase cronica da AIE é caracterizada por ciclos recorrentes de viremia que é associada aos
sinais clinicos incluindo febre, anorexia, edema, leucopenia, anemia, trombocitopenia, hemorragias,
diarréia, glomerulonefrite e letargia. Cada episddio clinico tem duracdo média de 3 a 5 dias, e o intervalo
entre os ciclos da doenca é irregular podendo ser de semanas a meses e, neste periodo, a maioria dos
animais tornam-se assintomaticos (Newman et al., 1991). Equinos que estiveram assintomaticos por
alguns meses ou anos podem apresentar episodios de febre apds o tratamento com drogas
imunossupressoras. Alguns animais infectados podem nunca demonstrar os sinais clinicos, passando ao
estagio de portador inaparente, sem passar pelas fases aguda e crénica da doenca (Issel; Coggins, 1979).

Achados clinico-patolégicos e laboratoriais em muares mostraram que estes individuos
produzem sinais clinicos semelhantes ou mais brandos que os observados em equinos (Spyrou et al.,
2003). Os asininos, apesar de serem susceptiveis ao EIAV, apresentam titulos de viremia muito baixos
quando comparados aos equinos, o que poderia explicar o fato de ndo demonstrarem os sinais clinicos da
doenca (Cook et al., 2001).

3.4 Transmissao

O EIAV é transmitido por vetores mecanicos, que carregam 0 sangue infectado na probdscide e
infectam os equideos através da picada. Os principais insetos transmissores sao os tabanideos (Tabanus
sp.), conhecidos como mutucas, as moscas do estabulo (Stomoxys sp) e também por alguns culicdides que
sdo conhecidos por mosquito pélvora ( Leroux et al., 2004; Greg; Polejaeva, 2009). Nos vetores, 0 EIAV
permanece vivo por um periodo de 30 minutos a 4 horas e a eficiéncia da transmissdo é altamente
dependente da carga viral dos animais infectados (Hawkins et al., 1976).

A transmissdo também pode ocorrer de forma iatrogénica através de fomites contaminados,
como arreios, agulhas, material cirlrgico, luvas de palpacdo, materiais para casqueamento e
ferrageamento. Estudos sobre a viabilidade do EIAV em agulhas contaminadas com sangue indicam que
este virus permanece infectante por até 96 horas (Williams et al., 1981). O EIAV pode ser transmitido
através da ingestdo de leite e colostro e pela placenta em éguas com viremia que infectam o feto ao nascer
(Issel et al., 1999; Clabough, 1990).

Outra possivel fonte de transmissao relatada foi atraves das vias aéreas, por aerosol, em um surto
de AIE na Irlanda em 2006, onde estavam confinados 12 animais, em condic¢Bes de controle da doenca,
ndo sendo encontrados insetos hemat6fagos no periodo de confinamento e a transmissdo iatrogénica foi
praticamente descartada. A Unica fonte comum identificada neste caso foi a trasmissdo pelo ar, ocorrendo
supostamente apés lavagem com &gua pressurizada de uma baia que tinha grande quantidade de sangue
de um animal que teve uma hemorragia profusa e era positivo para AIE. A suspeita se reforca depois que
foi detectado o EIAV, através da técnica de imunoistoquimica, no epitélio pulmonar do animal que foi
infectado (Bolfa et al., 2013).

3.5 Tropismo Celular

O EIAV infecta principalmente mondcitos e macréfagos. A viremia associada a células
desenvolve-se, com disseminagdo pelo organismo. Os macrofagos sdo os principais reservatorios do
virus, que provocam a viremia e disseminacdo do mesmo para diferentes tecidos. Os equinos infectados
ndo eliminam o virus, apesar de produzirem uma forte resposta imunolégica. Tornam-se persistentemente
infectados apds a inser¢do do provirus no genoma das células hospedeiras (Murphy, 1999).

A identificacdo do EIAV em células endoteliais e células dendriticas, sugerem que estes tipos
celulares também sirvam de reservatdrio viral em portadores inaparentes (Maury et al., 1998). Durante 0s
episodios febris, o EIAV se replica predominantemente nos macréfagos maduros no bago, figado,
linfonodo, pulmdes, rins e na glandula adrenal (Sellon et al., 1994).

3.6 Imunidade celular e humoral

Além de infectar macréfagos, o EIAV induz a ativacdo de linfocitos T citotoxicos CD8+, que
estdo relacionados ao controle inicial da viremia. Subsequentemente, os animais desenvolvem linfécitos T
CD4+ e CD8+ de memdria, desenvolvendo assim uma resposta imune efetiva duradoura, capaz de manter
a replicacdo viral abaixo do limiar para a indugdo da doenga (Zhang, et al., 1999; McGuire et al., 2004).
Os linfécitos T CD4+ induzem a secrecdo de citocinas pré-inflamatérias como o interferon gama (IFN-y),
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interleucina- 2 (IL-2) e interleucina 12 (IL-12), que promovem a producdo de células de defesa no
organismo, ativando a resposta imune celular para combater o virus (Wang et al., 2004).

Animais infectados pelo EIAV desenvolvem resposta imune contra as glicoproteinas de
superficie (gp90) e transmembrana (gp45), e a principal proteina do core viral (p26). Apesar da p26 ser a
mais abundante proteina da particula viral, a resposta humoral anti-p26 é de 10 a 100 vezes menor do que
a observada para a gp90 e a gp45 (Hammond et al., 1999). Baixos niveis de anticorpos neutralizantes
apareceram 23 a 46 dias pds-infeccdo, demonstrando que altos niveis de atividade anti-glicoproteinas ndo
tém acdo antiviral (O’Rourke et al., 1988).

Nas fases iniciais da infeccdo, o controle da viremia coincide com o aparecimento de linfécitos T
citotéxicos, o que ocorre antes do aparecimento de anticorpos neutralizantes. Em cavalos portadores, 0
tratamento com drogas imunossupressoras resultam em viremia antes que mudancas nos titulos de
anticorpos neutralizantes ocorram (McGuire et al., 2004). Os anticorpos neutralizantes capazes de
bloguear a infecgdo aparecem somente depois de 2 a 3 meses pos-infeccdo, sugerindo que ndo sao
responsaveis pelo término do episodio agudo inicial. Estudos sobre o EIAV indicam que o papel dos
anticorpos neutralizantes na infeccdo ainda é incerto. Apesar disso, 0 reaparecimento dos sinais clinicos
caracteristicos da doenca esta associado com a emergéncia de variantes que escapam dos anticorpos
neutralizantes, sugerindo que a resposta neutralizante é eficiente no controle da replicacdo das variantes
virais (Montelaro et al., 1984; Leroux et al., 1997; Leroux et al., 2001).

3.7 Diagnadstico

O diagnostico da anemia infecciosa equina ndo é confiavel se baseado apenas em sinais clinicos
ou resultados das analises de patologia clinica. A maioria dos animais infectados com EIAV apresenta
resultado positivo em um ou mais testes sorologicos, mas ndo apresentam nenhum sinal clinico
caracteristico da doenca. Diversos trabalhos listam alteracdes nos pardmetros sanguineos, mas nenhum
deles é patognoménico para AIE (Cook; Leuroux; Issel, 2013).

Diferentes testes soroldgicos ja foram usados para o diagndéstico da AIE, e o primeiro teste
soroldgico empregado foi a fixacdo de complemento, mas os resultados dos testes foram insatisfatorios, ja
que a lgG dos equinos ndo fixava bem o complemento (Nakagima et al., 1972). Outro teste sorolégico
testado foi o de inibicdo da hemaglutinacdo (HI), mas foi observado que o soro sanguineo de cavalos
infectados em estagios iniciais da doenca era inibido por antissoro homélogo, e os anticorpos eram
detectados antes da producdo dos anticorpos neutralizantes (Sentsui e Kono, 1981).

A IDGA, uma prova de precipitagdo de complexos antigeno-anticorpo foi o primeiro teste
confiavel para detectar anticorpos especificos para EIAV em formato comercial, e utiliza a proteina p26
do capsidio viral como antigeno para deteccdo de anticorpos anti-p26. O antigeno foi produzido
inicialmente a partir de triturados de bago de animais infectados e, posteriormente, adaptado para a
utilizacdo de antigeno preparado em cultura de leucdcitos de cavalo (Nakajima; Ushimi 1971; Nakajima;
Fukunaga; Ushimi, 1974).

Os antigenos que sdo comumente utilizados nos kits de IDGA, proteina p26, sdo extraidos
principalmente de células FEK (Fetal equine kidney) e ED (equine derm) infectadas com o EIAV (Issel;
Cook, 1993). Os antigenos comegaram a ser produzidos utilizando a tecnologia de DNA recombinante
(proteinas recombinantes), e atualmente sdo produzidos com grande pureza. O diagnoéstico a partir de
proteinas recombinantes gera menos reacoes inespecificas (Alvarez et al., 2007; Piza et al., 2007). Porém,
0s antigenos recombinantes apresentam linhas de precipitacdo com menor intensidade em relacdo aos
antigenos produzidos a partir de células infectadas com o EIAV (Issel et al., 2012).

O teste de IDGA é recomendado para diagnostico da AIE, e é oficial no Brasil, mas pode
apresentar incapacidade de detectar anticorpos especificos no inicio da infecgdo, o que compromete a
eficiéncia dos programas de controle e erradicacdo da doenca (Reis et al., 1994; Reis et al., 1997). No
estagio inicial da infeccdo os titulos de anticorpos séricos ndo sdo detectaveis no teste de IDGA, o que
ocorre em media a partir de 45 dias pés-infecgdo. Resultados negativos nos exames sorolégicos estdo
associados & auséncia ou baixo titulo de anticorpos especificos (Coggins; Norcross; Nusbaum, 1972).

Desde 1980, para tentar aprimorar e melhorar o diagnostico da AIE, uma série de testes
sorolégicos baseados em ELISA estdo sendo descritos (Issel et al., 2012). Alguns destes testes tém sido
desenvolvidos e aprovados em alguns paises, apresentando boa correlacdo com o teste IDGA e melhor
sensibilidade em muitos casos, principalmente na deteccdo de animais positivos na fase inicial da
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infeccdo, considerado um excelente teste de triagem (Reis et al., 2012, Issel et al., 2012), além de
apresentar menor subjetividade na leitura dos seus resultados, pois os anticorpos podem ser quantificados
com a utilizacdo de espectrofotémetros (Issel; Cook, 1993).

Em 1997, Reis et al. desenvolveram um ELISA utilizando a glicoproteina recombinante gp90
detectando anticorpos anti EIAV mais precocemente do que o ELISA que utiliza a proteina p26. O
ELISA rgp90 apresentou maior sensibilidade que a IDGA, apresentando grande potencial para ser um
teste de triagem no qual possa ser utilizado em grandes levantamentos soro epidemiologicos, além de
detectar soros que apresentaram reacdes fraco positivas na IDGA (Martins, 2004). O ELISA rgp90 ainda
ndo é considerado como teste oficial no Brasil e tem sido usado apenas em carater experimental em
levantamentos sorologicos e pesquisa (Almeida et al., 2006).

Diversos trabalhos mostraram a maior sensibilidade do ELISA comparada a IDGA (Sugiura et
al., 1995; Reis et al., 2012, Scicluna et al., 2013). Reis et al., (1994) relataram um caso de erradicacdo da
AIE em um rebanho de eqtiideos, onde 470 soros foram testados simultaneamente por ELISA e IDGA,
demonstrando que os anticorpos especificos para EIAV foram detectados pelo ELISA um més antes do
que pela IDGA. O sucesso da erradicacdo foi atribuido ao uso de testes de maior sensibilidade como o
ELISA

O imunaoblot é um teste utilizado principalmente na pesquisa cientifica, mas foi implementado
como teste confirmatério pelo Programa Nacional de Vigilancia da Anemia Infecciosa Equina na Italia.
Este teste detecta simultaneamente anticorpos anti-proteinas p26, gp45 e gp90 do EIAV e tem se
mostrado sensivel (Issel et. al., 1999, Cook, Leuroux, Issel, 2013). O imunoblot é recomendado como um
complemento (til para o diagnéstico da AIE, pois os animais infectados que apresentavam baixos niveis
de anticorpos anti-p26 e apresentaram resultados divergentes entre IDGA e ELISA, foram confirmados
positivos pelo imunoblot (Issel et al., 2013; Cook, Leuroux, Issel, 2013). Esse método nao esta disponivel
comercialmente, mas é utilizado como um diagnéstico confirmatério da AIE no laboratério referéncia da
Universidade de Kentucky, nos Estados Unidos da América (http://dept.ca.uky.edu/eia/index.aspx ).

O diagnéstico molecular da AIE é realizado através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para deteccdo de DNA proviral do EIAV em células mononucleares do sangue periférico. E uma técnica
especifica e sensivel ndo sé para identificar cavalos em fase inaparente, como também cavalos
recentemente infectados (Issel e Cook, 1993). A PCR tem sido proposta como método de diagndéstico
confirmatério para a AIE e outras retroviroses, e para estudos da variabilidade genética desses virus
(Nagarajan; Simard, 2001; Camargos, 2005). Diversos trabalhos descreveram PCRs convencionais para
deteccdo de amostras de campo do EIAV (Cappelli et al., 2011; Capomaccio et al., 2012; Dong et al.,
2012). Existem algumas limitacdes no uso da PCR para o diagnéstico da AIE, como por exemplo a
grande variabilidade genética do virus, a baixa concentracdo de virus presente no plasma e/ou provirus
nas células mononucleares de sangue periférico, especialmente em animais em fase inaparente da
infecco, dificultando o diagndstico acurado da infecgdo (Issel et al., 2012, Scicluna et al., 2013, Cook;
Leuroux; Issel, 2013). Adicionalmente, a especificidade do teste é considerada satisfatéria quando sdo
usados iniciadores dirigidos a uma regido conservada no genoma do EIAV, como a regido gag (KIM et
al., 1992; LANGEMEIER et al., 1996).

Compreende-se que € necessario realizar o diagnéstico diferencial para AIE, jA que outras
infeccBes podem gerar sinais clinicos semelhantes, como a influenza e as encefalites equinas (Ravazzolo,
Costa, 2007). Na doenca aguda, o diagndstico diferencial inclui: pdrpura hemorragica, babesiose,
erliquiose granulocitica equina, arterite viral equina, anemia hemolitica auto-imune, leptospirose e
trombocitopenia idiopética. J4 na apresentacdo cronica considera-se: infec¢do por Streptococcus equi,
doencas inflamatérias cronicas, neoplasias e hepatite crénica (Radostits et al., 2000).

3.8 Problematica do diagnostico da AIE

A IDGA é a prova recomendada pela OIE (Alvarez et al., 2007, Piza, et al. 2007) e pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), sendo o Unico teste autorizado para o
diagnéstico da AIE no Brasil até novembro de 2014. Este teste necessita da presenca de grandes
quantidades de antigeno e anticorpos para produzir uma linha visivel de precipitagdo, e animais em inicio
de infeccdo podem ndo produzir anticorpos suficientes para a deteccdo pela IDGA (Alvarez et al., 2007,
Piza, et al. 2007).

Este teste apresenta algumas desvantagens, como longo tempo de execucdo, visto que a leitura
final leva até 48 horas para ser realizada, subjetividade na leitura dos resultados, como a necessidade de
um médico veterinério experiente e bem treinado para dar o diagnoéstico correto. Outra limitagdo seria a
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menor sensibilidade em relacdo a outros testes utilizados, como ELISA e o Imunoblot, e pode ainda
demonstrar resultados falsos negativos ou duvidosos, principalmente quando se trata de animais
recentemente infectados ou asininos que normalmente possuem baixos titulos de viremia e,
consequentemente, de anticorpos especificos (Cook et al., 2001; Motta, 2007, Issel et al., 2012; Scicluna
et al., 2013). Em relacdo aos asininos, tem sido descrita uma discordancia entre os resultados da IDGA e
do ELISA. Motta (2007) encontrou 12 amostras de soro sanguineo de asininos positivas no ELISA sendo
que sete foram positivas na nested-PCR e negativas na IDGA. Oliveira (2011) observou que de 122
amostras de soro sanguineo testadas, 49 foram positivas em teste de ELISA rgp90 e negativas em IDGA.

Cook et al. (2001) realizaram um trabalho experimental utilizando cinco poneis e trés asininos
inoculados com duas amostras patogénicas do EIAV. Um dos pardmetros avaliados foi comparar a
resposta sorologica, sendo que os pbneis foram positivos em ELISA com a proteina p26 como antigeno
entre os dias 21 e 28 p6s infeccdo, e nos asininos ndo foram detectados anticorpos antes do 42° dia pos
infeccdo. Além de se detectar reacdes positivas mais tardiamente, os asininos apresentavam reacGes
fracamente positivas na IDGA. Como em algumas regides do Brasil o nimero de asininos é expressivo, 0
controle da AIE baseado no diagnostico pela IDGA pode estar comprometido nestas areas, sendo
necessario um estudo nesta espécie para se estimar o grau de sensibilidade da IDGA (Oliveira, 2011).

Em observacdes realizadas em muares, em experimento realizado por Spyrou et al., (2003), duas
mulas foram inoculadas com 10 mL de sangue total de uma mula infectada com o EIAV. Os animais
inoculados apresentaram alguns sinais clinicos sugestivos da AIE, no qual foi observada a presenca de
febre apenas no sexto dia de observacdo. Apesar de terem apresentados alguns sinais clinicos sugestivos
da AIE, foram negativos a pesquisa de anticorpos especificos pela IDGA até 30 dias pos-inoculagéo.

Em um estudo realizado na Italia, alguns muares mostraram resultados contraditorios em testes
de diagnostico, sendo que foram positivos em ELISA e negativos na IDGA (lssel et al., 2012). Diante
disso, um estudo foi conduzido nas mulas para investigar se havia uma correlacéo entre carga viral e a
resposta sorolégica. Foram avaliadas 5 mulas positivas e 5 mulas negativas ou com resultados fraco
positivos em IDGA, mas todas positivas em ELISA e imunoblot. Os animais foram imunossuprimidos
com dexametasona e acompanhados por 56 dias, e observaram que 0s animais ndo apresentaram sinais
clinicos caracteristicos da AIE neste periodo e ndo houve a soroconversdo no diagnoéstico pela IDGA.
Porém, todas as mulas foram positivas em nested PCR e apresentaram sequéncias de DNA proviral
semelhantes (Scicluna et al., 2013). Os ensaios baseados em PCR sdo uma valiosa ferramenta de
pesquisa, mas conseguem detectar o EIAV apenas em casos de recente exposi¢do quando a replicacdo
viral ocorre em titulos elevados, e assim ndo sdo adequados para uso em diagnéstico de rotina, pois pode
haver variacdo genética do virus, impedindo sua deteccdo pela PCR, sendo assim, os testes sorol6gicos
s80 0s mais recomendados para o diagndstico de rotina (Scicluna et al., 2013)

Alguns trabalhos mostraram que a realizacdo de triagem em equideos utilizando o teste de
ELISA, usando a IDGA como teste confirmatério e o imunoblot como um teste final para esclarecer os
resultados discordantes entre ELISA e IDGA, aumentou a identificacdo dos casos positivos de AIE em
17%. A pesquisa também demonstrou maior sensibilidade e menor especificidade do ELISA, sendo que
0,19% de amostras foram julgadas como falso positivas no ELISA e a IDGA teve uma menor
sensibilidade, sendo que 0,026 % foram julgados como falso negativas (Issel et al., 2013).

Uma combinacéo de testes para AIE, resulta em um diagndstico mais acurado da infec¢do. Uma
estratégia recomendada seria utilizar um fluxograma de investigacdo laboratorial realizado em trés etapas
(Figura 1), sendo a primeira etapa um teste de triagem utilizando um ELISA, caso o teste seja positivo
realizar o reteste, e se persistir o resultado, seguir para a segunda etapa, que seria testar a amostra positiva
em outro formato de ELISA, e caso a amostra se confirme positiva, utilizar o teste de IDGA, e caso 0s
resultados dos testes de ELISA e IDGA fossem discordantes, seria realizado o imunoblot que é
considerado um teste confirmatério., Este sistema tem sido utilizado pelo Programa Nacional de
Vigilancia da Anemia infecciosa equina na Italia, no qual houve um controle da AIE bastante eficaz desde
que foi implementado (Cook, Leuroux, Issel, 2013).

12



12 etapa — Diagnostico de triagem utilizando ELISA
Negativo Animal liberado
Positivo Reteste para verificacdo ; resultado negativo Animal negativo
Se positivo, realizar segunda etapa
2% etapa — Testar amostra positiva em outro formato de ELISA
Negativo Animal negativo
Positivo em apenas um teste de ELISA Animal negativo
Positivo em 2 testes de ELISA, fazer teste de IDGA
IDGA
Se positivo Animal positivo
Se negativo, realizar a terceira etapa

3% etapa — Diagnéstico confirmatério utilizando o Imunoblot

Se positivo para proteinas gp90, gp45 e p26 Animal positivo
Se positivo para as proteinas gp90 e gp45 Animal positivo
Se positivo apenas para proteina p26 Animal negativo
Negativo para todas proteinas Animal negativo

Figura 1: Proposta de fluxograma de diagnéstico para anemia infecciosa equina (Cook; Leuroux; Issel,
2013)..

Faz-se necessario o desenvolvimento de novos testes de diagnosticos para a AIE que sejam mais
rapidos, tenham maior sensibilidade e capacidade em detectar animais em fases precoces da infec¢do,
principalmente em surtos da doenca (Cullinane et al., 2007, Issel et al., 2012), além de utilizar a
combinacéo de testes de diagndstico, semelhante ao utilizado pelo Programa Nacional de Vigilancia da
AIE na Itdlia em trés niveis, para que se assegure que realmente todos os animais infectados sejam
detectados, ndo havendo assim o risco de transmissdo e manutencdo da doenca nos rebanhos (Scicluna et
al., 2013; Cook; Leurox; Issel, 2013).

3.9 Controle

A AIE atualmente representa um grande obstaculo para o desenvolvimento da equideocultura,
por ser uma doenca transmissivel e incurdvel, acarretando prejuizos aos proprietdrios que necessitam do
trabalho desses animais e aos criadores interessados na melhoria das racas, além de impedir 0 acesso ao
mercado internacional (Almeida et al., 2006). Considerando que mais de 95% dos animais infectados sdo
portadores assintomaticos e que ainda ndo foi desenvolvida uma vacina eficaz contra a AIE, o diagnoéstico
laboratorial tem papel fundamental no controle e prevencdo da doenca (Ferraz, 1998).

De acordo com a legislacdo brasileira, os animais positivos em teste de IDGA devem ser
indicados para a eutanasia ou segregados, dependendo da situacdo epidemioldgica da regido, que sera
definido pela Comisséo Estadual para o Controle da Anemia Infecciosa Equina (CECAIE) de cada estado.
Deve ser realizado exame da AIE em todos os equinos existentes em propriedade com animais infectados
(Brasil, 2004). A deteccdo ativa de casos com testes soroldgicos periodicos e separacdo dos potros filhos
de éguas positivas, sdo tambem estratégias indicadas para o controle e erradicacdo da AIE (Brangan et al.,
2008).
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Em caso de surtos da AIE em uma propriedade, deve-se fazer a interdicdo da movimentagdo dos
animais, isolamento dos suspeitos ou soropositivos, proibicdo da participacdo em eventos, feiras e leil6es
e eutandsia dos comprovadamente positivos. Quando houver a introdugdo de um animal no plantel, deve-
se exigir o atestado negativo para AIE ou manter o mesmo isolado durante 30 dias e realizar um exame
sorologico (Weiblen, 2001).

Em regiGes como o Pantanal Mato-grossense, com alta prevaléncia da infeccdo pelo EIAV, a
eutanasia de todos os animais positivos comprometeria significativamente a pecudria extensiva, que é a
principal atividade econdmica na regido. Uma alternativa de controle da AIE em regiGes com alta
prevaléncia é a segregacdo dos animais positivos, sendo esta uma pratica de prevencao e controle para a
regido como o Pantanal (Silva et al., 2001).

Recomenda-se fazer a desinfeccdo e esterilizagdo de todos os instrumentais cirdrgicos, aparelhos
dentarios e qualquer outro material que possa ter entrado em contato com o sangue de um equino. A
desinfeccdo quimica de instrumentos e equipamentos de marcacao requer sua imersdo por 10 minutos em
desinfetantes. Todos os materiais a serem desinfetados precisam ter primeiramente, qualquer matéria
organica removida (Radostits et al., 2000).

Pelo fato de nédo existirem vacinas disponiveis, o controle da AIE nos equideos se faz com a
identificacdo, segregacdo ou eutanasia dos animais infectados. Somente em paises como China e Cuba
tem sido executado um programa de vacinacdo usando amostras atenuadas do EIAV, que protege 0s
animais apenas contra variantes homdlogas do virus (Montelaro et al., 1993).

3.10 Spot synthesis

A técnica de Spot Synthesis é uma metodologia que vem sendo utilizada no estudo de
caracterizacdo e mapeamento de epitopos (Laune et al., 2002; Alvarenga et al., 2002; Machado De Avila
et al., 2004). Esta técnica baseia-se na verificacdo da reatividade de anticorpos monoclonais ou
policlonais frente a peptideos sobrepostos sintetizados sobre uma membrana de celulose de forma a
percorrer parte ou toda proteina estudada, variando-se de dois em dois ou de trés em trés aminoacidos C-
terminais (Frank, 1992).

Uma mesma membrana pode abrigar diversos peptideos individualizados e assim, sequéncias
peptidicas diferentes podem ser sintetizadas em uma pequena area, sem que haja interagdo significativa
entre elas. Para a deteccdo da reatividade de epitopos especificos, pode-se utilizar qualquer sistema
colorimétrico ou de fluorescéncia j& estabelecido para outras técnicas, como ELISA ou Western blot.
Uma vez que um possivel sinal positivo estard limitado ao sitio ou spot reativo no qual seré sintetizado,
torna-se possivel a sua identificagéo (Frank, 1992).

Esse € um método que permite analise da reatividade de varias moléculas diferentes de forma
simulténea. A técnica de spot synthesis € automatizada, permitindo a sintese eficiente de centenas de
peptideos em uma mesma membrana, permitindo a geracdo de dados em larga escala (Durauer et al.,
2006).

S&0 poucas as técnicas desenvolvidas in silico para a identificacdo de epitopos, devido & inerente
dificuldade de simular experimentalmente a conformacdo precisa dessas regides (Van Regenmortel;
Pellequer, 1994). A técnica de Spot synthesis, inicialmente, se prestou ao mapeamento de epitopos
lineares, mas algumas modificagbes foram propostas para permitir a identificacdo também de epitopos
descontinuos. O mapeamento de epitopos continuos é extremamente importante para o entendimento das
bases moleculares da imunogenicidade e pode ser utilizado para a geracdo de novas metodologias de
diagnéstico, vacinas e tratamento (Reineke et.al., 1999).

4. Material e Métodos

4.1 Locais de Realizacdo do Experimento

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Retroviroses da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG) e no Laboratorio de Imunoquimica de Proteinas do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB-UFMG).
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4.2 Mapeamento dos epitopos

Para realizar 0 mapeamento dos epitopos da proteina correspondente ao gene env do EIAV
(acesso Genbank: AAB59863), foi realizada a sintese de peptideos sobre membrana de celulose pela
técnica de Spot Synthesis (Frank, 1992). Foram sintetizados 283 peptideos construidos com 15
aminodacidos cada, seguindo a sequéncia linear da proteina, e sobrepondo de trés em trés aminoacidos em
cada peptideo até que toda a sequéncia de aminoacidos do gene env EIAV tivesse sido percorrida.

O protocolo de sintese utilizado ¢ o mesmo descrito por Laune et al.,, (2002), utilizando
sintetizador automatico (ResPepSL/Automatic Spot Synthesizer, Intavis GmbH, Koln, Alemanha). Foram
utilizados os aminodcidos-FMOC (fluorenil-metil-oxicarbonila) da marca Novabiochem ®, contendo
grupamentos FMOC acoplados a sua funcdo amina e grupos protetores em suas cadeias laterais. Os
peptideos foram montados utilizando a quimica FMOC em uma membrana de celulose, obtendo-se
aproximadamente 50 nanomoles de peptideo por ponto na membrana (Frank, 1992).

Foram realizados dois ciclos de acoplamento para cada aminoacido. Para evitar reacOes
colaterais e acoplamentos de aminoacidos de forma irregular, as funcdes NH, que, porventura,
permanecerem livres apds o acoplamento foram acetiladas com anidrido acético 10% em
dimetilformamida (DMF). O grupo FMOC do aminoacido recém-acoplado foi retirado em meio béasico
pela 4-metilpiperidina a 25%, possibilitando a adigdo do préximo aminoacido. Os ciclos se repetiram até
a sintese total dos peptideos. Ao final da sintese, os grupos protetores de cadeias laterais foram removidos
por tratamento com acido trifluoracético (TFA) a 95%, tri-isopropilsilano (TIPS) a 2,5% e agua
deionizada (2,5%). As membranas sintetizadas foram congeladas a — 20°C até a realizagdo dos ensaios
imunoquimicos.

4.3 Ensaios imunoquimicos

Para 0s ensaios imunoquimicos, foram testadas amostras de soro sanguineo (pool de 5 animais)
de equinos, asininos e muares, testadas separadamente. Inicialmente foram testadas as amostras de
animais com resultados negativos pela IDGA, para confirmar a especificidade dos peptideos adsorvidos
na membrana de celulose. Depois foram testadas as amostras dos animais com resultados positivos pela
IDGA para determinacdo das regides mais imunogénicas em cada espécie.

Para a realizacdo de estudos acerca da ligacdo dos anticorpos aos peptideos e mapeamento dos
epitopos da proteina correspondente ao gene env do EIAV, a membrana foi retirada do freezer e tratada
com etanol 96 % por 5 minutos sob agitacdo. A membrana foi lavada com 15 mL de TBS 1x NaCl por 10
minutos por agitacdo e bloqueada com 15 mL tampéo TBS tween 0,1% sacarose 5% e caseina 5%,
incubada a temperatura ambiente sob agitacdo por 12-16 horas.

Apo6s o blogueio, a membrana foi lavada sob agitagdo com 15 mL de tampdo TBS-Tween-20
0,1% por 10 minutos e incubada sob agitacéo, por 2 horas com as amostras de soro sanguineo diluido na
solugdo de bloqueio. As dilui¢Bes dos soros testados para avaliagdo da melhor diluicdo para se mapear os
epitopos foram de 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000. Ap6s a incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com
TBS-Tween-20 0,01% por 10 minutos e incubada com 15 mL de conjugado anti-lgG equino marcado
com fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) diluidos na solucdo bloqueio na proporgéo 1:2000, por uma hora,
sob agitacdo. Apos duas lavagens em TBS-Tween-20 0,1%, e outras duas lavagens em tampdo salina
citrato (CBS) pH 7 (8 g de NaCl; 0,2 g de KClI; 2,1 g de &cido citrico monoidratado; agua q.s.p 1 L), por
10 minutos cada, a temperatura ambiente, foi adicionado substrato contendo MTT (Bromidio de 3-(4-5
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolium), BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) e MgCl, (Sigma-
Aldrich). Ap6s 20 minutos, a reacdo foi interrompida com dgua destilada.

Apos a realizagdo de cada ensaio imunoquimico, a membrana foi submetida a um tratamento de
regeneracdo. Foram realizadas trés lavagens de 10 minutos cada com DMF; trés lavagens de 10 minutos
cada com reagente A (uréia 8M, 1% de SDS, 0,1% de 2-mercaptoetanol); e trés lavagens de 10 minutos
cada com reagente B (etanol, agua, &cido acético nas propor¢des 50:40:10 v/v/v). As membranas ndo
utilizadas imediatamente ap6s a regeneracao foram congeladas a — 20 °C.
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Os spots foram detectados pelo método de colorimetria direta, quando cinco avaliadores
quantificaram visualmente as intensidades das colorages dos spots e classificaram as mesmas em uma
escala de 0 a 4 (Figura 1). A partir dessas quantificacdes, as intensidades de coloragdo médias foram
estabelecidas. Foram considerados reativos os spots que apresentaram médias de observag@es igual ou
superior a 2. Com base nos resultados dos ensaios imunoquimicos realizados, nas analises das
reatividades dos spots e em dados da literatura, foi feita a selecdo de provaveis epitopos imunodominantes
do envelope do EIAV para as espécies de equinos, asininos e muares, para a sintese solivel de um
peptideo consenso reativo com soro sanguineo das trés espécies.

NEEERE
Figura 1: Classificagdo da intensidade de reatividade dos spots em uma escala de 0O a 4

4.4 Sintese soluvel do peptideo

O epitopo selecionado foi sintetizado pelo método desenvolvido por Merrifield, (1969), com a
utilizacdo de um sintetizador automatico (ResPepSL/Automatic Spot Synthesizer, Intavis GmbH, Koln,
Alemanha) (GAUSEPOHL et al., 1992). O método consistiu em fixar o aminoacido C-terminal do
peptideo sobre um suporte sélido insolGvel, uma resina, e depois alongar a cadeia peptidica por adicGes
sucessivas de residuos. Os aminoacidos utilizados foram protegidos pelo grupamento FMOC em sua
funcdo amina e em sua cadeia lateral para evitar reagdes indesejadas. Foi utilizada a resina Rink Amide
(Sigma-Aldrich), protegida por grupos FMOC, como suporte solido.

O tubo de sintese contendo a resina foi lavado trés vezes com 1 mL de DMF e em seguida foi
adicionada 4-metilpiperidina a 25%, incubando sob agitacdo por 20 minutos para eliminar os grupos
FMOC da resina. Apds trés novas lavagens com DMF, iniciou-se 0 acoplamento: o primeiro aminoacido
(40 uM) foi adicionado juntamente com os ativadores da funcdo carboxila, Oxyma (100 pM) e
diisopropilcarbodiimida (DIPC) (100 pM), sendo deixado sob agitacdo por 30 minutos. Apds o
acoplamento, trés novas lavagens com DMF foram realizadas; e foi iniciada a etapa de desprotecdo, na
qual o grupamento FMOC do aminoacido acoplado foi removido pela 4-metilpiperidina a 25%, por 20
minutos.

Posteriormente, trés novas lavagens com DMF foram realizadas, e o protocolo de acoplagem do
segundo aminoacido foi reiniciado. Este ciclo de desprote¢éo/acoplagem foi realizado até que todos os
aminoacidos do peptideo em sintese fossem acoplados.

Apo6s o acoplamento do Gltimo aminoéacido, o peptideo foi removido da resina por uma etapa de
clivagem. Nessa etapa também foram eliminados os grupamentos protetores das cadeias laterais. Para
isto, o peptideo foi incubado por trés horas com uma solucdo de clivagem contendo 2,5% de EDT
(etanoditiol - Fluka), 2,5% de agua destilada, 2,5% de TES (trietilsilano - Fluka) em TFA. Em seguida,
essa solucdo foi filtrada e precipitada com éter etilico resfriado, obtendo-se o peptideo. Finalmente, o éter
foi eliminado apds trés ciclos de 20 minutos de centrifugacéo a 2000 g, o peptideo foi ressuspendido em
agua deionizada e logo foi liofilizado. Os procedimentos descritos acima foram repetidos para a sintese de
cada epitopo anteriormente selecionado.

4.5 Andlises por bioinformatica e predicdo da proteina 3D

As andlises das massas moleculares, hidropaticidade e ponto isoelétrico (pl) dos provaveis
epitopos  foram realizados  utilizando  ferramentas  disponibilizadas no portal Expasy
(http://expasy.org/proteomics). Para as massas moleculares e o pl foi utilizada a ferramenta “Compute
pI/MW” e para a analise da hidropaticidade foi utilizado o algoritmo de Hopp & Woods disponivel em
“ProtParam”. A predicdo da estrutura tridimensional da proteina correspondente ao gene env do EIAV foi
realizada pela plataforma I-Tasser, disponivel em http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ (Roy;
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Kucukural; Zhangand, 2010) e a andlise foi realizada utilizando o programa PyMOL
(http://www.pymol.org).

A sequéncia de aminoécidos do epitopo foi analisada para se verificar a existéncia de homologia
com as sequéncias de proteinas do envelope viral do EIAV, sendo as amostras Wyoming (Pretopoulos,
1997), Lyoming (Tu et al.; 2007), Ireland (Quinlivan et al.; 2013) e Miyazaki2011-A (Dong et al.; 2013),
e de proteinas de envelope de outros lentivirus (HIV, FIV, BIV e CAEV) depositadas no GenBank através
do programa BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.) As
sequéncias foram alinhadas e comparadas com o peptideo utilizando o algoritmo clustalW2 do programa
Biological sequence alignment editor for Windows 95/98/NT/2K/XP (BioEdit) verséo 7.0.9.0., disponivel
em <http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit .html >.

4.6 Padronizacédo de ELISA indireto

Para confirmar a reatividade e especificidade do peptideo sintético, foi realizado o teste de
ELISA indireto, denominado ELISA pgp45, com soro de equideos naturalmente infectados pelo EIAV e
ndo infectados. A padronizagdo do teste de ELISA indireto foi realizada utilizando o peptideo sintético
soltvel selecionado pela técnica de spot synthesis.

O peptideo pgp45 foi diluido em tampdo carbonato/bicarbonato 50 mM (pH 9,6), nas
concentracdes de 0,25, 0,5 e 1,0 pg/poco e incubado em placas de ELISA de 96 cavidades (Nunc-
Immuno Plate Maxisorp) por 18 horas a 4° C. As placas foram lavadas por 2 vezes com salina tamponada
(pH 7,0) contendo Tween 20 a 0,01% (PBS-Tween) e entdo incubadas por 1 hora com solugdo de
blogueio constituida de leite em pd desnatado a 5% em PBS-Tween. Nova lavagem foi realizada (3 vezes)
e as amostras de um pool de soro sanguineo de animais positivos ou negativos confirmados pela IDGA
para AIE foram utilizadas em diluicdes partindo de soro puro até a diluicdo de 1:512, testadas em
duplicata e, incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas com
solucdo de PBS-Tween por 3 vezes e incubadas com conjugado na dilui¢do 1:5000 (anticorpo secundario
anti-1gG equina conjugado com peroxidase — (Sigma-Aldrich) por 1 h a temperatura ambiente. Ap6s nova
lavagem com PBS-Tween por 3 vezes, adicionou-se o substrato: solucdo de o-fenilenodiamina (OPD)
(0,5 mg/mL) e peréxido de hidrogénio em tampéao fosfato-citrato pH 5,0 (4cido citrico 0,1 M; fosfato de
sodio 0,2 M) por 10 minutos a temperatura ambiente. As reacGes foram interrompidas com solucdo de
cido sulfdrico 1N e as densidades dpticas lidas em leitor de ELISA no comprimento de onda de 492 nm.

4.7 Teste do ELISA utilizando o peptideo pgp45

Depois de padronizado, o ELISA pgp45 foi testado nas seguintes amostras: em amostras cedidas
pelo LANAGRO-MG com resultados em IDGA, em um animal experimentalmente inoculado com a
amostra Wyoming do EIAV, no qual também foi testado em IDGA e ELISA gp90, em amostras de
campo de eqliideos do estado de Minas Gerais que foram testadas em IDGA e com soros sanguineos de
outras espécies animais que foram positivos para outros tipos de lentivirus.

Foram testados 107 soros de equideos cedidos pelo LANAGRO-MG, sendo 63 positivos e 44
negativos para AIE em IDGA. Destes 14 eram de asininos, 49 de equinos e 44 de muares, que foram
testados no ELISA pgp45 para confirmar a especificidade e sensibilidade do ELISA. Também foi testado
soro sanguineo de um animal experimentalmente inoculado com a amostra "Wyoming" do EIAV, que foi
utilizado em um experimento realizado no LANAGRO - MG, foram coletadas amostras do dia 0 ao dia
18 pos-inoculagio.

Foram utilizadas 859 amostras de soro sanguineo de equideos, sendo 474 amostras de equinos,
179 amostras de asininos e 206 amostras de muares de Minas Gerais que pertencem ao banco de soro do
Laboratorio de Retroviroses (RETROLAB) da Escola de Veterinaria da UFMG, que foram testadas em
IDGA. Para avaliar a especificidade do peptideo sintético utilizado como antigeno no ELISA pgp45,
foram utilizadas amostras de soro sanguineo de humano, felino, bovino e caprino (n=5 para cada espécie)
infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus
da imunodeficiéncia bovina (BIV) e o virus da artrite encefalite caprina (CAE) respectivamente,
utilizando o mesmo protocolo previamente descrito, alterando apenas a utilizacdo dos conjugados
especificos contra cada espécie (Sigma-Aldrich).
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A determinacdo do ponto de corte do teste de ELISA pgp45 indireto foi realizada através da
andlise de Curva Roc utilizando o programa MedCalc versdo 13.0.0.0 (MedCalc Software, Mariakerke,
Bélgica). Foi calculado valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, sensibilidade e especificidade
relativa das amostras de campo que foram avaliadas. Para comparagao entre as concordancias observadas
e esperadas entre os testes de diagndstico realizados foi utilizado o teste Kappa (Landis; Kock , 1977),
utilizando o Programa Bioestat 5.0 (Ayres et al., 2007).

4.8 Analise de amostras discordantes entre ELISA pgp45 e IDGA

As amostras de campo que apresentaram resultados discordantes entre o ELISA pgp45 e a
IDGA, foram avaliadas em ELISA rgp90 (Reis et al., 2012), ELISA competitivo p26 (kit autorizado nos
Estados Unidos) e pelo imunoblot (Cook et al., 2005). Neste caso o imunoblot foi utilizado como o teste
padrdo ouro para a confirmacdo dos resultados, observando a concordancia através do teste Kappa e
calculando a sensibilidade e especificidade.

Para realizar o teste ELISA rgp90, a proteina rgp90 foi diluida em tampé&o carbonato 50 mM (pH
9,6), na concentragdo de 0,5ug/cavidade e incubada em placas de ELISA de 96 cavidades (Nunc-Immuno
Plate Maxisorp) por 18 h a 4° C. As placas foram lavadas por 2 vezes com salina tamponada (pH 7,0)
contendo Tween 20 a 0.05% (PBS-Tween) e entdo incubadas por 1 hora com solucdo de bloqueio
constituida de leite em pd desnatado a 5% em PBS-Tween. Nova lavagem foi realizada (3 vezes) e 0 soro
na diluicdo 1:50 foi incubado por 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas
com solucdo de PBS-Tween por 3 vezes e incubadas com solucdo de conjugado na diluicdo 1:10.000
(anticorpo secundario anti-lgG equina conjugado com peroxidase —Sigma-Aldrich) por 1 hora a
temperatura ambiente. Apdés nova lavagem com PBS-Tween por 3 vezes, adicionou-se o substrato:
solucdo de o-fenilenodiamina (OPD) (0,5 mg/mL) e peroxido de hidrogénio (H202) em tampao fosfato-
citrato (pH 5,0) por 10 minutos em temperatura ambiente. As reagdes foram interrompidas com solucéo
de &cido sulfarico 1N e as densidades opticas foram lidas em leitor de ELISA no comprimento de onda de
492 nm (Reis et al; 2012).

Para o teste de ELISA competitivo, o protocolo foi utilizado de acordo com as instrucdes do Kit
do CELISA EIA da marca IDEXX, lote 00124-GJg41
(http:/lwww.idexx.com/view/xhtml/en_us/livestock-poultry/equine/equine-infectious-anemia.jsf).

Para realizar o teste de imunoblot, membranas de nitrocelulose foram blogueadas em PBS com
5% de leite desnatado por 1 hora a temperatura ambiente e sob agitacdo. Apds essa etapa, as membranas
foram cortadas em tiras de 4 mm de largura e incubadas com os soros diluidos 1:20 em PBS com 1% de
leite em p6 desnatado durante 1 hora, sob agitacdo, a temperatura ambiente, seguido por quatro lavagens
com PBS saturado com NaCl acrescido de 0,05% Tween 20. O conjugado (anticorpo secundario anti-1gG
equina conjugado com peroxidase —Sigma-Aldrich) foi diluido 1:1500 em PBS com 1% de leite em p6
desnatado e incubado com as tiras da membrana durante 1 hora, sob agitacdo. Lavou-se durante 10
minutos com PBS saturado com NaCl acrescido de 0,05% de Tween 20. Depois, lavou-se novamente por
10 minutos, com PBS saturado com NaCl. Por ultimo, lavou-se com PBS durante mais 10 minutos. Todas
as lavagens foram realizadas sob agitacdo. Adicionou-se o substrato de TMB (Promega), incubando as
amostras por 5 minutos protegidos da luz. Retirou-se o substrato e adicionou-se agua destilada para parar
a reacdo. As membranas foram secadas em papel de filtro antes da visualizagdo das rea¢Bes. Foram
consideradas positivas as amostras que apresentem reatividade com as proteinas p26, gp45 e gp90 ou
apenas gp45 e gp90 (Cook et al., 2005).

5 Resultados
5.1 Mapeamento de epitopos e ensaios imunoquimicos

Foram sintetizados 283 peptideos, cada um contendo 15 aminoAcidos, seguindo a sequéncia
linear da proteina correspondente ao gene env do EIAV, e sobrepondo de trés em trés aminoéacidos em

cada peptideo até que toda a sequéncia de aminoacidos correspondente ao gene env do EIAV tenha sido
coberta. As sequéncias dos spots sintetizados na membrana de celulose estdo expressas no anexo 1.
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Para realizar o mapeamento do epitopos do gene env do EIAV, através da técnica de spot
synthesis, foram utilizados pool de soro sanguineo de equinos, asininos e muares positivos no teste de
IDGA, sendo que cada espécie foi testada separadamente. O primeiro teste realizado foi para verificar se
0 conjugado anti-lgG de equino marcado com fosfatase alcalina apresentaria possiveis reacdes
inespecificas (figura 2). Nenhum spot teve uma reatividade evidenciada, mostrando auséncia de reacéo
inespecifica entre o conjugado anti-lIgG de equino marcado com fosfatase alcalina e os peptideos
sintetizados na membrana de celulose.

Figura 2: Ensaio imunoquimico para teste do conjugado anti-lIgG equino marcado com fosfatase alcalina.

Os ensaios imunoquimicos realizados foram testados com os soros das trés espécies de equideos
nas dilui¢des 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000. As reacdes inespecificas foram eliminadas na medida em que
se aumentou a dilui¢do do soro, sendo a diluigdo ideal definida em 1:1000. Nos testes imunoquimicos
realizados para cada espécie de equideo, foi observado que tanto equinos, asininos e muares,
apresentaram reagdo nos mesmos epitopos, sendo possivel identificar uma regido imunogénica comum
dentro do gene env do EIAV para as trés espécies (figura 3).
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Asininos

Muares

Figura 3: Reacdo de um pool de soros reativos para AIE em membranas com peptideos correspondentes
ao gene env do EIAV. Os spots reativos, onde houve a detec¢do dos epitopos, adquiriram coloragao
azulada. A. Ensaio imunoquimico realizado com pool de soros de equinos. B. soros de asininos. C. e
soros de muares.

Os equinos apresentaram mais regides imunogénicas em relacdo aos asininos e muares, mas as
trés espécies apresentaram epitopos reativos comuns, sendo possivel sintetizar um peptideo soltvel linear
consenso para ser utilizado como uma ferramenta para o diagnéstico da AIE nas trés espécies de
equideos. A Tabela 1 lista os peptideos que foram reativos para as trés espécies concomitantemente nos
ensaios imunoguimicos realizados.

Tabela 1: Lista dos spots reativos testados com soros de equinos, muares e asininos, nos ensaios
imunoquimicos, com a sequéncia de aminoacidos dos respectivos peptideos e as intensidades das
reatividades médias, em escala de 0 a 4.

N° Spot Sequéncia Intensidade Equino Intensidade Muar Intensidade Asinino
174 LKERQQVEETFNLIG 3.4 3.4 2
175 RQQVEETFNLIGCIE 4 3.4 2
176 VEETFNLIGCIERTH 4 3.2 2

Os ensaios imunogquimicos em que foram utilizados pools de soros de equinos, asininos e muares
negativos na IDGA para AIE, ndo apresentaram reatividade em nenhum spot. Este resultado mostra que
ndo houve reacdo inespecifica nos ensaios imunoguimicos. Os spots que foram mais reativos para as trés
espécies simultaneamente (174, 175 e 176) foram escolhidos para ser realizada a sintese do peptideo
linear soltvel. O design da sequéncia KERQQVEETFNLIGCIERTH com 20 residuos de aminoacidos,
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foi feito a partir da combinac8o dos spots mais reativos. Através da analise no site do Centro Nacional de
InformacGes sobre Biotecnologia (NCBI), observamos que o epitopo selecionado pela técnica de spot
synthesis esta na regido do gene env que codifica a glicoproteina transmembrana gp45 do envelope viral,
disponivel no link: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=110073).

O peptideo encontra-se em uma regido do gene env em que ndo é comum acontecer
variabilidade genética e a sequéncia de aminoacidos correspondente ao gene env do EIAV que foi
utilizada para o mapeamento antigénico esta representada pela Figura 4, sendo que as letras na cor
vermelha sdo representadas pela regido que codifica a gp90 e cor preta representa a regido que codifica a
gp45, o que esta marcado na cor verde sdo as oito regides de hipervariabilidade do envelope viral e na cor
amarela o local da sequéncia onde o epitopo foi identificado e selecionado para sintese.

MVSTAFYGGTPGGT ST P S RS RCENSOBMONNNDSRNSIA - 5 < *ARDOEMNLK 60

EESKEEKRRNDWWKIGMFLLCLAGTTGGILWWYEGLPQOHY IGLVAIGGRLNGSGQSNAI 120
ECWGSFPGCRPFQONYFSYETNRSMHEMDNN T2 EASARIREN F I YK SSCTDSDHCQEYQC 180

KKVNLNS S DS SR G | = CNQTENFK T I LVPENEMVNINDTDTWIE 240
ARVKRCPIDILYGIHPIRLCVQPPFFLVQEKGIADTS 300

KGVVRGDYTACNVR ITSCNNEPIISVIMYETNQV 360
QYLLCNNNNSN| FNQYNCSINNKTELE[NRE 420
WRESEN TP P TSSEANTGLIRHKRDFGISAIVAATVAATATAASATMSYVALTEVNKIME 480
VONHTFEVENSTLNGMDLIERQIKILYAMILQTHADVQLLKERQQVEETENLIGCIERTH 540
VFCHTGHPWNMSWGHLNESTQWDDWVSKMEDLNQEILTTLHGARNNLAQSMITENTPDSI 600
AQFGKDLWSHIGNWIPGLGASIIKYIVMFLLIYLLLTSSPKILRALWKVTSGAGSSGSRY 660
LKKKFHHKHASREDTWDQAQHNIHLAGVTGGSGDKY YKQKY SRNDWNGESEEYNRRPKSW 720
VKSIEAFGESYISEKTKGEISQPGAAINEHKNGSGGNNPHQGSLDLEIRSEGGNIYDCCI 780
KAQEGTLAIPCCGFPLWLFWGLVIIVGRIAGYGLRGLAVIIRICIRGLNLIFEIIRKMLD 840
YIGRALNPGTSHVSMPQYV 859

Figura 4: Sequéncia de aminoacidos da proteina correspondente ao envelope do EIAV (acesso GenBank
AAB59863), aminoacidos na cor vermelha representam a regido que codifica a gp90 e aminoacidos na
cor preta representam a regido que codifica a gp45, determinando as 8 regides de hipervariabilidade na
cor verde e identificagdo do epitopo selecionado em amarelo.

5.2 Analises de bioinformatica e predicdo da proteina 3D

A predicdo da proteina tridimensional correspondente ao gene env do EIAV realizada através da
plataforma I-TASSER, utilizou como molde as seguintes sequéncias depositadas no banco de dados de
proteinas PDB — Protein Data Bank : 2b4cG, 1z8IA, 3j5mA, 2cmrA, 4n4jA, 1g9mG. Através do
programa PyMOL, foi realizada a analise do epitopo selecionado pela técnica de spot synthesis, sendo que
este se apresentou na superficie da proteina (parte externa) marcado em amarelo (figura 5), indicando que,
apesar do gp45 ser uma proteina transmembrana, o peptideo alvo esta localizado em uma regido externa,
o que facilitaria o reconhecimento de um anticorpo especifico anti-gp45.
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Figura 5: Predicdo em trés possiveis modelos da estrutura tridimensional da proteina correspondente ao
gene env do EIAV. As esferas em amarelo representam o epitopo selecionado pela técnica de spot
synthesis.

Foram calculados as massas moleculares, indice de hidropaticidade média e ponto isoelétrico
(p!) dos spots mais reativos e do epitopo selecionado (tabela 2), utilizando as ferramentas disponibilizadas
no portal Expasy (http://expasy.org/proteomics).

Tabela 2: Analise das sequéncias reativas pela técnica de spot synthesis e do peptideo sintetizado em fase
soluvel, suas respectivas sequéncias de aminoacidos, massas moleculares, pl e indice GRAVY.

SPOT Sequéncia N° de Massa (Da) ** pl*** GRAVY****
AAs*
174 LKERQQVEETFNLIG 15 1804,0 4,79 -0,760
175 RQQVEETFNLIGCIE 15 1779,0 4,25 -0,080
176 VEETFNLIGCIERTH 15 1760,9 4,75 -0,853
Peptideo KERQQVEETFNLIGCIERTH 20 2430,72 5,57 -1,005

* Aas: Aminodcidos; ** (Da): Daltons; *** pl: ponto isoelétrico; **** GRAVY (Grand average of
hydropathicity): indice de hidropaticidade média.

Pela anélise do indice de hidropaticidade média (GRAVY), observou-se que o0s epitopos 174,
175, 176 e o peptideo sintético linear sdo classificados como hidrofilicos, pois o seu indice GRAVY
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calculado foi negativo. O indice GRAVY tem a capacidade de informar a localizagdo da sequéncia de
aminoacidos em relacdo a proteina de onde é originada. Desta forma, peptideos classificados como
hidrofobicos estdo, em teoria, concentrados no interior ou em regifes pouco expostas da proteina de
origem, enquanto os peptideos classificados como hidrofilicos estdo em regides mais expostas da mesma,
o que foi confirmado pela anélise da localizagdo do epitopo na predicéo da proteina tridimensional.

A sequéncia do peptideo selecionado (KERQQVEETFNLIGCIERTH) foi analisada quanto a
similaridade com sequéncias do gene env de isolados do EIAV depositadas no GenBank com uso do
programa BLAST. As sequéncias foram alinhadas pelo algoritmo ClustalW2 pelo programa Bioedit. Os
aminoacidos semelhantes com a sequéncia do peptideo estdo indicados com um ponto, e os aminoacidos
que sofreram alguma alteracéo estdo indicados com a respectiva letra de sua nomenclatura, e as que estdo
marcadas em verde foram as que sofreram mudanca na sua classificacdo (apolar, aromatico, polar neutro,
polar basico e polar acido) de acordo com suas cadeias laterais (Tabela3).

Tabela 3: Analise da similaridade do epitopo selecionado comparado com amostras de genoma completo
de isolados do EIAV, através de alinhamento realizado pelo programa bioedit.

N°AAS Sequéncia alinhada Acesso genbank Amostra Referéncia
20 KERQQVEETFNLIGCIERTH
859 AAC82601 Wyoming Pretopoulos, 1997
842 ORI S. AAK21107 Lyoming Tuetal., 2007
867 B K.. AFW99167 Ireland Quinlivan et al., 2013
866 ..Q.KI.....M...A..S. AFV61762 Miyazaki2011-A Dong, etal., 2013

5.3 Padronizacéo de ELISA indireto pgp45

O ELISA pgp45 foi padronizado com o peptideo nas seguintes condi¢des: 0,5 pug por pogo, soro
na diluicdo de 1:100 e conjugado na diluicdo de 1:5000. Nestas condi¢cBes obteve-se uma maior
discriminacgéo entre pool de soros positivos e negativos pela IDGA, utilizado como referéncia nesta
padronizacdo. A andlise do ponto de corte realizado através do célculo da Curva Roc (programa MedCalc
versdo 13.0.0.0, Mariakerke, Bélgica), utilizando as amostras de campo, indicou um ponto de corte em
0,251 de densidade dptica.

5.4 Teste em ELISA pgp45

Das 107 amostras de equideos cedidas pelo (LANAGRO — MG), todas as 63 amostras positivas
foram confirmadas pelo ELISA pgp45 e das 44 negativas, 5 amostras foram diagnosticadas como
positivas no ELISA pgp45, apresentando uma sensibilidade de 100%, especificidade de 86,4% e
concordancia de 96,2% tendo como referéncia o teste de IDGA (grafico 1).
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Grafico 1. Resultado das 107 amostras de soros de equideos cedidas pelo LANAGRO-MG no ELISA
pgp45 comparado aos resultados na IDGA.

O soro sanguineo coletado de um animal experimentalmente inoculado com amostra Wyoming
do EIAV foi avaliado pelos testes ELISA pgp45, ELISA rgp90 e IDGA. O animal foi inoculado no dia O
e foram feitas sete coletas de sangue de trés em trés dias, para avaliar o momento que o animal
apresentava soroconversdo nos 3 testes (grafico 2).
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Gréfico 2: Temperatura corporal do animal e andlise da reatividade dos soros no ELISA pgp45 e no
ELISA rgp90 do animal experimentalmente inoculado com amostra Wyoming do EIAV.

Ao testar soros no ELISA pgp45 e ELISA rgp90, observou-se que apartir do 7° dia p6s infeccéo,
foram detectados titulo de anticorpos em ambos testes, porém os mesmos foram considerados positivos
apenas nos dias 13 e 10 respectivamente, mostrando que sdo eficazes para detectar animais em fase inicial
de infeccdo, o que ndo ocorreu no teste de IDGA onde todas as amostras de soro sanguineo do animal
experimentalmente infectado foram negativas durante todo o experimento. O animal apresentou pico
febril do dia 10 ao dia 14 PI o que corresponde ao pico de viremia.

Para o teste com as amostras de campo, foram utilizadas 474 amostras de soros sanguineos de
equinos, 206 de muares e 179 de asininos, em um total de 859 amostras de equideos. Os animais foram
considerados positivos quando apresentaram um valor de densidade Optica acima de 0,251. Foram
avaliados os pardmetros de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo

24



negativo, a concordancia entre os testes de ELISA pgp45 e IDGA e o indice kappa, que estdo descritos na
tabela 4.

Tabela 4: Avaliacdo de sensibilidade relativa, especificidade relativa, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo, concordancia entre ELISA pgp45 e IDGA e o indice kappa em amostras de campo de
equinos, asininos, muares e 0 total de equideos.

IDGA
ELISA Positivo Negativo Total Sens.% Esp% VPP% VPN% Conc. Kappa
Eauincs
Positivo 65 10 75 98 97,5 86,6 99,7 97,68 0.90
Negativo 1 398 399
Total 66 408 474
IDGA
ELISA Positivo Negativo Total Sens.% Esp% VPP% VPN% Conc.% Kappa
pgp45
Asininos
Positivo 41 7 48 97 95 854 100 95 0.88
Negativo 1 130 131
Total 42 137 179
IDGA
ELISA Positivo Negativo Total Sens.% Esp% VPP% VPN% Conc.% Kappa
pgp45
Muares
Positivo 35 14 49 100 91 71 100 93,2 0.79
Negativo 0 157 157
Total 35 171 206
IDGA
ELISA Positivo Negativo Total Sens.% Esp% VPP% VPN% Conc.% Kappa
pgp45
Equideos
Positivo 141 31 172 98,6 95,6 81,9 99,7 96,1 0.85
Negativo 2 685 687
Total 143 716 859

Sens.- sensibilidade; Esp. — especificidade; VPP — valor preditivo positivo; VPN — Valor preditivo
negativo; Conc.- Concordancia

Das 859 amostras de soro testadas, apenas 33 apresentaram resultados discordantes (8 asininos,
11 equinos e 14 muares) em comparacdo a IDGA, sendo que 31 animais foram positivos pelo ELISA
pgp45 e negativas na IDGA e 2 animais que eram positivos pela IDGA foram considerados negativos
pelo ELISA pgp45 (gréfico 3).
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Grafico 3: Resultado das 859 amostras de equideos (soros de campo) no ELISA pgp45 comparado ao
teste de IDGA.

Para averiguar se o peptideo selecionado utilizado como antigeno no ELISA pgp45 apresentava
alguma reatividade cruzada com alguns anticorpos produzidos contra alguns lentivirus como o virus da
imunodeficiéncia bovina (BIV), virus da artrite encefalite caprina (CAEV), virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e virus da imunodeficiéncia humana (HIV), foram testados 5 soros positivos para essas
respectivas doengas e 5 soros positivos e negativos para AIE usados como controles (grafico 4).
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Gréfico 4: Teste de reatividade cruzada utilizando peptideo sintético gp45 como antigeno testando
amostras de soro sanguineo positivos para imunodeficiéncia bovina, artrite encefalite caprina,
imunodeficiéncia felina e imunodeficiéncia humana.
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Podemos observar que 0s soros positivos para os respectivos lentivirus testados ndo foram
reativos com o peptideo gp45, observando um resultado de densidade Optica muito baixo, sendo todos
considerados negativos. Apenas 0s 5 animais considerados positivos para AIE foram reativos, e 0s cinco
animais negativos para AIE considerados néo reativos no ELISA pgp45.

5.5 Anélise de amostras discordantes entre ELISA pgp45 e IDGA

As 33 (3,8%) amostras de campo de soro de equideos que apresentaram resultados discordantes
entre 0 ELISA pgp45e IDGA foram submetidas a avaliagdo com C-ELISA p26 (IDEXX), ELISA rgp90
(Reis et. al. 2012) e imunoblot (Cook et al.; 2005), sendo que os resultados estéo descritos na tabela 5.

Tabela 5: Resultados discordantes entre ELISA pgp45 e IDGA testadas em ELISA gp90, C-ELISA p26 e
Imunablot.

Animal Espécie ELISA IDGA ELISA p26 ELISA Imunoblot
pgp45 rgp90 p26 gp45 gp90

1 A + - - - - - -
2 A + - - + -
3 A + + - + + +
4 A + + + + + +
5 A + - + + + +
6 A + + + + +
7 A + - - + - - +
8 A - + - + - -
9 E + - - + + + +
10 E + + + + + +
11 E + - + + + +
12 E + + + + +
13 E + + + + +
14 E + + - -

15 E + + + + +
16 E + - + + + +
17 E + - + + + +
18 E - + + + + +
19 E + - + + + +
20 M + + + + +
21 M + + + + +
22 M + + +

23 M + + + + +
24 M + + + -
25 M + + + +
26 M + + + + +
27 M + - - -

28 M + + + +
29 M + + + + + +
30 M + - + + +
31 M + + -

32 M + + + + +
33 M + + + + +

Das duas amostras que foram negativas no ELISA pgp45 e positivas em IDGA, quando
avaliadas pelos outros testes, o animal 8 foi positivo apenas no ELISA rgp90 e negativo em todos 0s
outros testes e o animal 18 foi negativo no ELISA p26 e positivo no ELISA rgp90 e imunoblot. Das 31
amostras que foram positivas no ELISA pgp45 e negativas na IDGA, 23 foram positivas para as trés
proteinas do imunoblot e duas foram positivas apenas para duas proteinas (gp45 e gp90), totalizando 25
amostras positivas neste teste que é considerado um teste confirmatdrio. Uma foi reativa apenas com
gp90 e uma reativa apenas para p26 e 6 foram negativas para as trés proteinas, totalizando 8 amostras
consideradas negativas.

Como o imunoblot é considerado o teste confirmatério no fluxograma de testes de laboratdrio
para AIE e o considerando o padréo ouro nesta anélise dos resultados discordantes, quando avaliamos a
concordancia dos resultados positivos, observamos que o ELISA pgp45 concordou em 92% das amostras
(23/25), 0 ELISA rgp90 concordou em 80% (20/25), o C-ELISA p26 concordou em 16% (4/25) e a IDGA
concordou em apenas 4% (1/25). O Unico teste que era autorizado e recomendado para o diagndstico da
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AIE no Brasil até o final do ano de 2014, a IDGA, ndo reconheceria como positivos 96% (24/25) das
amostras discordantes. Dos 31 animais que foram positivos no ELISA pgp45 e negativos na IDGA, 25
foram confirmados no imunoblot, o que corresponde a 80,6 % dos animais discordantes e 2,9% do total
de equideos testados.

6 Discussao

A busca de antigenos com alta capacidade reativa contra soros de equideos infectados pelo EIAV
possibilita a elaboracdo de imunoensaios de melhor acuracia. Com o prop6sito de obter um antigeno
capaz de detectar equideos (equinos, asininos e muares) infectados pelo EIAV, foi realizado um
mapeamento e identificacdo de um epitopo da regido do gene env que codifica as proteinas do envelope
viral gp45 e gp90. A regido env do EIAV foi escolhida pelo fato de ja ter sido demonstrado que os niveis
de anticorpos especificos contra gp45 e gp90 sdo cerca de 10 a 100 vezes mais abundantes do que 0s
anticorpos especificos contra a p26 do capsideo viral (Montelaro et al., 1984; Rwambo et al., 1990).

Dentro do gene env ha regifes conservadas e hipervariaveis (Montelaro, Ball, Rushlow, 1993;
Quinlivan et al., 2013; Cook, Leuroux, Issel, 2013) e ao realizar o alinhamento das sequéncias dos
aminoécidos dos isolados do EIAV das amostras Wyoming, Lyoming, Ireland e Miyazaki2011-A em
comparacdo com a sequéncia do peptideo sintetizado neste trabalho, observou-se que o peptideo esta em
uma regido conservada do gene env do EIAV, mais especificamente dentro da regido que codifica a gp45,
que ndo apresenta regides de hipervariabilidade (Chong et al., 1991). Epitopos conservados foram
identificados na proteina gp45 (Belshan et al., 2001), no qual tem um dominio imunodominante principal
que constitui um epitopo altamente conservado nos retrovirus (Chong et al., 1991). Ao analisar a
sequéncia de aminoacidos do peptideo em comparagdo com as sequéncias Wyoming, Lyoming, Ireland e
Miyazaki2011-A observaram-se apenas duas mudancas de classificacdo dos aminoacidos, sendo elas nas
sequéncias Lyoming e Miyazaki2011-A, a primeira na posi¢do trés na sequéncia do peptideo, no qual
houve a troca da arginina (R), que é um aminoacido polar carregado positivamente, por uma glutamina
(Q), que ¢ classificado como polar neutro e a outra na posicdo cinco na sequéncia do peptideo, sendo que
a glutamina (polar neutro) foi substituida pela lisina (polar carregado positivamente). Através da predicao
da proteina, pode-se observar nos trés modelos de estruturas 3D construidos, que o epitopo estd em uma
regido exposta, localizado em uma regido hidrofilica, o deixando com carater imunogénico, facilitando o
acesso e consequentemente o reconhecimento por anticorpos anti-EIAV.

Uma das dificuldades de se trabalhar com peptideos sintéticos, especialmente em testes com
antigenos imunoadsorvidos, como o ELISA, é a de aderéncia de peptideos sintéticos nas placas de
poliestireno, e essa dificuldade pode ser atribuida ao tamanho do peptideo e cargas eletrostaticas dos
aminoacidos que o compBem (Geerlings et al., 1988, Ball et al., 1994). Para se obter uma melhor
adsorcdo do peptideo & placa, foi retirada uma leucina (L) da extremidade inicial do epitopo, para que na
extremidade contenha lisina (K), pois a lisina quando esta na extremidade de um peptideo, é capaz de
realizar ligagBes de hidrogénio ficando carregado positivamente, tornando-o hidrofilico e favorecendo a
ligagdo com regides carregadas negativamente nos anticorpos (Machado De Avila et al., 2011). O
peptideo desenvolvido neste trabalho foi eficiente em sua adsorcéo na placa, ja que foi capaz de distinguir
0s soros positivos dos negativos para AIE no ELISA desenvolvido.

Alguns peptideos sintéticos da regido gp45 ja foram desenvolvidos e testados em alguns
trabalhos utilizando soro de equinos positivos e negativos para AIE. Chong et al., (1991) utilizando um
peptideo sintetico linear (IERTHVF) ndo obtiveram bons resultados, detectando apenas 45% de animais
que sdo comprovadamente positivos para AIE. Soutullo et al., (2001) desenvolveram um péptideo
sintético ciclico, selecionado por bioinformatica, com uma sequéncia de aminoécidos da regido gp45
(ERQQVEETFNLIGCIERTHV) o qual mostrou excelente reatividade, detectando 92% dos animais
comprovadamente positivos, sugerindo que a sua atividade funcional depende significativamente da sua
conformacdo, uma vez que foi muito baixa reatividade observada sob a forma linear. J4 no presente
trabalho, com um peptideo de menor tamanho muito semelhante ao usado por Soutullo et. al. (2001), ndo
foi preciso utilizar o peptideo sintético na forma ciclica, sendo que o peptideo na conformacdo linear
conseguiu detectar 98,6% dos animais comprovadamente positivos para AlE.

O uso do peptideo sintético como antigeno apresenta algumas vantagens em relagdo a alguns
métodos de producdo de antigenos convencionais e por expressdo em sistemas heter6logos.
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Primeiramente, ndo € necessario o cultivo do virus para a produgdo do antigeno, que € um processo
trabalhoso e demorado, podendo ocorrer a contaminagdo com algumas proteinas das células ou do meio
de cultura onde o virus foi cultivado (Sugiura et al., 1995). Na expressdo de protéinas recombinantes em
sistemas heterdlogos, em alguns casos, pode ocorrer que algumas estirpes do virus apresentam
dificuldades de produzir proteinas funcionais, biologicamente ativas e sollveis. A producdo de proteinas
complexas, com pontes de enxofre, multiplas subunidades ou modificacdes pos-traducionais é dificultada
em alguns microorganismos, principalmente em Escherichia coli, pela falta da maquinaria necessaria para
fazer estes tipos de modificagdes (Baneyx, 1999, Costa et al.; 2014).

Os testes de IDGA e ELISAs disponiveis utilizam em sua maioria a proteina p26 como antigeno
para deteccdo de anticorpos anti-p26 do EIAV (Issel e Cook, 1993; Alvarez et al., 2007; Soutullo et al.,
2007; Coutinho et al., 2013). O uso apenas dessa proteina como antigeno diminui o nivel de sensibilidade
do diagnostico (Issel et al., 2012; Sclicluna et al., 2013). Existe uma dificil interpretacdo no diagnostico
da AIE principalmente em asininos e muares quando utilizado apenas o teste de IDGA. Algumas vezes 0s
animais que sdo comprovadamente positivos através de inoculagdo do virus ndo sdo detectados no teste
ou apresentam linhas de precipitacdo muito fracas, possivelmente pelo fato da viremia estar baixa,
produzindo assim uma quantidade pequena de anticorpos especificos para serem detectados (Cook et al.,
2001; Issel et al, 2012; Scicluna et al.,, 2013). Ja foi observado que asininos infectados
experimentalmente com duas estirpes diferentes de EIAV tiveram uma quantidade de virus associados no
plasma e niveis de acidos nucléicos significativamente menores em relagcdo a um ponei que foi inoculado
com as mesmas estirpes (Cook et al., 2001). Os muares podem apresentar resultados contraditérios em
testes de diagnostico, sendo que em um estudo realizado na Italia, foram positivos em ELISA e imunoblot
e negativos na IDGA, e quando avaliado a existéncia de correlacdo entre carga viral e a resposta
sorolégica, em 5 mulas positivas em testes sorolégicos que foram imunossuprimidas com dexametasona ,
houve resultados contraditorios entre IDGA, ELISA e imunoblot, sendo que apenas trés foram positivas
em IDGA e as 5 mulas foram positivas em ELISA e imunoblot, mas todas as mulas foram positivas em
nested PCR e apresentaram sequéncias de DNA proviral semelhantes (Scicluna et al., 2013). Diante da
dificuldade do diagndstico preciso em asininos e muares foi proposto 0 mapeamento de um epitopo
CONSeNso para as espécies de equinos asininos e muares, que fosse capaz de identificar os animais que sdo
verdadeiramente positivos em um teste de diagndstico para AIE, o qual foi possivel com o
desenvolvimento de ELISA pgp45, que foi mais eficaz que o teste de IDGA.

Issel et al., (1988) e Chong et al., (1991) propuseram a producdo de testes mais sensiveis de
diagnéstico utilizando como antigeno proteinas do envelope do EIAV, que poderiam detectar o
verdadeiro “status” sorolégico dos animais, diminuindo os resultados inespecificos ou de dificil
interpretacdo da IDGA. Um teste de ELISA indireto utilizando um antigeno recombinante da proteina
gp90 do EIAYV foi utilizado para o diagnostico da AIE em soros de animais de campo (Reis et al., 2012),
sendo que o teste apresentou sensibilidade de 96,4% e especificidade de 96,1%, sendo eficaz para o
diagnéstico da AIE. Diante do fato de que amostras de asininos e muares podem ter uma dificil
interpretacdo em IDGA, resultando em alguns casos em animais falsos negativos, o ELISA pgp45
mostrou-se muito eficiente, obtendo alta sensibilidade (98,6%) e especificidade (95,6%) para equinos,
asininos e muares. De fato, 0 ELISA pgp45 mostrou grande capacidade na deteccdo de animais infectados
pelo EIAV, incluindo asininos e muares sendo uma alternativa para sanar a dificuldade do diagndstico da
AIE nestas espécies.

Os resultados do presente estudo mostraram que das 859 amostras testadas, 33 apresentaram
resultados discordantes entre 0 ELISA pgp45 e IDGA no qual 31 animais foram positivos ELISA pgp45 e
negativos na IDGA, representando 3,6 % das amostras testadas. Um trabalho desenvolvido na Italia,
demonstrou uma alta sensibilidade e especificidade do ELISA, sendo 0,19% das amostras falso positivas
e 0,026 % foram julgados como falso negativos em relacdo ao IDGA (lIssel et al. , 2012). No presente
estudo, apenas dois animais foram negativos no ELISA pgp45 e positivos em IDGA, sendo que o0 ELISA
pgp45 teve alta concordancia (96,1%) comparado ao teste de IDGA.

Quando avaliamos o ELISA pgp45 com soro de um animal experimentalmente infectado,
observou-se que a partir do 7° dia p6s infeccdo, foi detectado titulo de anticorpos especificos anti-EIAV,
mas 0 mesmo s foi considerado positivo a partir do 13° dia, mostrando que 0 mesmo se mostrou eficaz
em detectar animais em fase inicial da infec¢do, concordando com os resultados descritos por alguns
autores, que detectaram titulos de anticorpos entre os dias 14 e 28 pds infec¢do em testes de ELISA e
Imunoblot, o que ndo ocorreu quando somente a IDGA foi utilizada (Ball et al., 1992; Hammond et al.,
1997; O’Rourke et al., 1988; Rwambo et al., 1990). No trabalho de Issel et al., (2012), equinos que foram
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inoculados pela via intravenosa com estirpes mutantes do EIAV, em 25% dos casos ndo foram detectados
como positivos no teste de IDGA por até 180 dias p6s inoculagdo, mas foram diagnosticados como
positivos em ELISA e Imunoblot a partir dos 35 dias PI.

Realizando o teste de especificidade com soros de animais positivos pra outros lentivirus (BIV,
CAEV, FIV e HIV), nenhuma amostra reagiu no ELISA pgp45, sendo que ndo houve nenhuma reacéo
cruzada com outros lentivirus, mostrando que a regido onde esta o peptideo, reconhece apenas soro de
equideos positivos para AIE, apesar de existirem relatos de antigenos derivados da regido que codifica a
proteina p26 do capsideo viral apresentarem reatividade com amostras positivas para HIV possivelmente
com anticorpos anti-p24 do HIV, ja que a p24 é analoga a p26, proteina do capsideo deste virus
(Monttagnier et. al., 1984; Goudsmit et al., 1986; Henderson et al., 1987).

No Brasil, o Gnico teste considerado oficial para o diagndstico da AIE até o final de 2014 é a
IDGA, o qual pode apresentar algumas falhas no diagnostico como resultados falsos negativos ou com
dificil interpretacdo, (Toma, 1980; Issel e Adams, 1982; Langemeier et al., 1996). A partir de 2014 o
ELISA também passou a ser permitido como diagnostico complementar ao IDGA. Para conseguir
detectar a maior quantidade de animais que realmente estejam infectados, é necessario fazer uma
associacdo de testes sorologicos (Issel; Rwanbo; Montelaro, 1988; Issel et al., 2012; Scicluna et al.,
2013). A utilizacdo do fluxograma de investigagdo laboratorial, que foi implantado com bastante sucesso
na Italia, preconiza o ELISA como um teste de triagem, ja que é um teste mais sensivel, sendo os animais
positivos confirmados na IDGA, pois este teste possui uma melhor especificidade. Os animais que ainda
forem discordantes entre esses dois testes, sdo reavaliados pelo imunoblot, considerado o teste
confirmatério (Issel, et al., 2012, Scicluna etal., 2013).

Neste trabalho, utilizando o fluxograma de investigacdo laboratorial para o diagnostico da AIE,
observamos que dos 31 animais que foram positivos no ELISA pgp45 e negativos na IDGA, 25 foram
confirmados no imunoblot ou por um segundo teste de ELISA realizado, o que corresponde a 80,6 % dos
animais discordantes. Tendo o imunoblot como referéncia, o ELISA pgp45 concordou em 92% das
amostras (23/25), o ELISA rgp90 em 80% (20/25), o C-ELISA p26 em 16% (4/25) e a IDGA em apenas
4% (1/25). O ELISA pgp45 foi o teste que obteve melhor concordancia com o imunoblot, mostrando ser
bastante eficiente. Apenas dois animais foram negativos no ELISA pgp45 e positivos em IDGA, podendo
isto ocorrer devido a problemas técnicos na manipulacao do teste ou alteracdes bioldgicas na amostra em
que foi determinada a reatividade, sendo que nem todas as reacdes falso-positivas tém causa definida ou
podem ser evitadas.

O Unico teste autorizado e recomendado para o diagnéstico da AIE no Brasil, a IDGA, ndo
diagnosticou como positivos 96% (24/25) dos animais discordantes, sendo que esses animais ficariam
livres no campo como potenciais transmissores da doenga. No trabalho realizado por Issel et al. 2012,
utilizando o fluxograma de investigacdo laboratorial, houve um aumento na identificacdo dos casos
positivos de AIE em 17% dos testes que foram discordantes. O controle efetivo da AIE pode ser realizado
utilizando testes soroldgicos, pois as técnicas moleculares apresentam algumas limitagBes, como a
variabilidade genética do virus e em alguns casos a baixa quantidade de virus presente no plasma ou
provirus nas células mononucleares de sangue periférico, especialmente em animais infectados e
inaparentes, o que dificulta o diagnostico efetivo da doenca (Issel et. al., 2012; Scicluna et al., 2013).

O uso do peptideo pgp45 como antigeno em ELISA indireto pode ser uma excelente alternativa
como teste de triagem, auxiliando no diagnéstico e controle da AIE, pois obteve alta sensibilidade, além
de ser um método de producdo eficiente e vidvel. O teste se mostrou eficiente na detec¢do de anticorpos
anti-EIAV em asininos e muares, ja que supostamente estes animais possuem viremia baixa e ndo sdo
capazes de produzir niveis de anticorpos soroldgicos detectaveis no teste oficial que é a IDGA.

7 Conclusao

Através da técnica de spot synthesis, foi possivel mapear um epitopo especifico de uma regido
conservada da proteina correspondente ao gene env (gp45) do EIAV comum para as espécies de equinos,
asininos e muares, sendo desenvolvido um peptideo sintético soltvel para ser utilizado como antigeno no
teste de ELISA pgp45 indireto.

O peptideo pgp45 utilizado como antigeno em teste de ELISA indireto apresentou alta
sensibilidade e especificidade sendo uma alternativa para o uso no diagndstico da AIE, podendo
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contribuir para o controle da doenca e seria recomendado como um teste de triagem, pois se mostrou mais
sensivel que a IDGA.
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MVSIAFYGGIPGGIS

IAFYGGIPGGISTPI

YGGIPGGISTPITQQ

IPGGISTPITQOSEK

GISTPITOQSEKSKC

TPITQQSEKSKCEEN

TOQOSEKSKCEENTMFE

SEKSKCEENTMFQPY

SKCEENTMFQPYCYN
10.

EENTMEFQPYCYNNDS

11.

TMEFQPYCYNNDSKNS

12.

QPYCYNNDSKNSMAE

13.

CYNNDSKNSMAESKE

14.

NDSKNSMAESKEARD

15,

KNSMAESKEARDQEM

l6.

MAESKEARDQEMNLK

17.

SKEARDQEMNLKEES

18.

49.
HMDNNTATLLEAYHR
50.
NNTATLLEAYHREIT
51,
ATLLEAYHREITFIY
524
LEAYHREITFIYKSS
53.
YHREITFIYKSSCTD
54.
EITFIYKSSCTDSDH
55.
FIYKSSCTDSDHCQE
56.
KSSCTDSDHCQEYQC
57.
CTDSDHCQEYQCKKV
58.
SDHCQEYQCKKVNLN
59,
COQEYQCKKVNLNSSD
60.
YQOCKKVNLNSSDSSN
61.
KKVNLNSSDSSNSVR
62.
NLNSSDSSNSVRVED
63.
SSDSSNSVRVEDVTN
64.
SSNSVRVEDVTNTAE
®5
SVRVEDVTNTAEYWG

66.

97 .
CGPTIFLGVLEDNKG
98 .
TIFLGVLEDNKGVVR
99
LGVLEDNKGVVRGDY
100.
LEDNKGVVRGDYTAC
101.
NKGVVRGDYTACNVR
102.
VVRGDYTACNVRRLN
103.
GDYTACNVRRLNINR
104.
TACNVRRLNINRKDY
105.
NVRRLNINRKDYTGI
106.
RLNINRKDYTGIYQV
107.
INRKDYTGIYQVPIF
108.
KDYTGIYQVPIFYTC
1009.
TGIYQVPIFYTCTET
110.
YQVPIFYTCTETNIT
111.
PIFYTCTEFTNITSCN
112.
YTCTETNITSCNNEP
113.
TEFTNITSCNNEPIIS

114.

145.
SEANTGLIRHKRDFEG
146.
NTGLIRHKRDEGISA
147.
LIRHKRDFGISAIVA
148.
HKRDFGISAIVAATIV
149.
DEGISAIVAAIVAAT
150.
ISATIVAAIVAATATIA
151.
IVAATVAATATAASA
152.
AIVAATATAASATMS
153.
AATATAASATMSYVA
154.
ATAASATMSYVALTE
155.
ASATMSYVALTEVNK
156.
TMSYVALTEVNKIME
157.
YVALTEVNKIMEVQON
158.
LTEVNKIMEVONHTF
159,
VNKIMEVONHTFEVE
160.
IMEVONHTFEVENST
161.
VONHTFEVENSTLNG

162.

193.
LTTLHGARNNLAQSM
194.
LHGARNNLAQSMITEF
195 .
ARNNLAQSMITENTP
196 .
NLAQSMITENTPDSI
197 .
QSMITENTPDSIAQF
198.
ITENTPDSIAQFGKD
199,
NTPDSIAQEFGKDLWS
200.
DSTAQFGKDLWSHIG
201.
AQFGKDLWSHIGNWI
202.
GKDLWSHIGNWIPGL
203.
LWSHIGNWIPGLGAS
204.
HIGNWIPGLGASIIK
205.
NWIPGLGASIIKYIV
206.
PGLGASIIKYIVMFL
207.
GASIIKYIVMFLLIY
208.
IIKYIVMFLLIYLLL
209.
YIVMFLLIYLLLTSS

210.

Anexo 1: Lista de todos os peptideos sintetizados em membrana de celulose, cobrindo toda a proteina correspondente a regido do gene env do EIAV.

241.
VKSIEAFGESYISEK
242.
IEAFGESYISEKTKG
243.
FGESYISEKTKGEIS
244,
SYISEKTKGEISQPG
245.
SEKTKGEISQPGAAT
246.
TKGEISQPGAAINEH
247.
EISQPGAAINEHKNG
248.
QPGAAINEHKNGSGG
249.
AATNEHKNGSGGNNP
250.
NEHKNGSGGNNPHQG
251.
KNGSGGNNPHOGSLD
252.
SGGNNPHQGSLDLET
253.
NNPHQGSLDLEIRSE
254.
HOGSLDLEIRSEGGN
255.
SLDLEIRSEGGNIYD
256.
LEIRSEGGNIYDCCI
257.
RSEGGNIYDCCIKAQ

258.



ARDQEMNLKEESKEE

19,
QEMNLKEESKEEKRR
20.
NLKEESKEEKRRNDW
21.
EESKEEKRRNDWWKTI
22.
KEEKRRNDWWKIGMF
23.
KRRNDWWKIGMFEFLLC
24.
NDWWKIGMFLLCLAG
25.
WKIGMFLLCLAGTTG
26.
GMFLLCLAGTTGGIL
27.
LLCLAGTTGGILWWY
28.
LAGTTGGILWWYEGL
29,
TTGGILWWYEGLPQO
30.
GILWWYEGLPQQHYTI
31.
WWYEGLPQOHYIGLV
32.
EGLPQOHYIGLVAIG

33.POOHYIGLVAIGGRL

34.
HYIGLVAIGGRLNGS
35.
GLVAIGGRLNGSGQS

36.

39

VEDVTNTAEYWGEKW

67.
VINTAEYWGFKWLEC
68.
TAEYWGFKWLECNQT
69.
YWGFKWLECNQTENEF
70.
FKWLECNQTENFKTI
71.
LECNQTENFKTILVP
72
NOQTENFKTILVPENE
73.
ENFKTILVPENEMVN
74.
KTILVPENEMVNIND
75.
LVPENEMVNINDTDT
76.
ENEMVNINDTDTWIP
77 .
MVNINDTDTWIPKGC
78.
INDTDTWIPKGCNET
79,
TDTWIPKGCNETWAR
80.
WIPKGCNETWARVKR
81.
KGCNETWARVKRCPI
82.
NETWARVKRCPIDIL
83.
WARVKRCPIDILYGI

84.

NITSCNNEPIISVIM

115.
SCNNEPITISVIMYET
11l6.
NEPIISVIMYETNQV
117.
IISVIMYETNQVQYL
118.
VIMYETNQVQYLLCN
119.
YETNOQVQYLLCNNNN
120.
NOVQYLLCNNNNSNN
121.
QYLLCNNNNSNNYNC
122.
LCNNNNSNNYNCVVQ
123.
NNNSNNYNCVVQSFEG
124.
SNNYNCVVQSFGVIG
125.
YNCVVQSFGVIGQAH
126.
VVQSFGVIGQAHLEL
127.
SEGVIGQAHLELPRP
128.
VIGOAHLELPRPNKR
129.
QOAHLELPRPNKRIRN
130.
LELPRPNKRIRNQSF
131.
PRPNKRIRNQSFENQY

132.

HTFEVENSTLNGMDL

163.
EVENSTLNGMDLIER
164.
NSTLNGMDLIERQIK
165.
LNGMDLIERQIKILY
166.
MDLIERQIKILYAMI
167.
IERQIKILYAMILQT
168.
QIKILYAMILQTHAD
169.
ILYAMILQTHADVQL
170.
AMILQTHADVQLLKE
171.
LOTHADVQLLKERQQ
172.
HADVQLLKERQQVEE
173.
VQLLKERQQVEETEN
174.
LKERQQVEETFNLIG
175.
RQQVEETFNLIGCIE
176.
VEETFNLIGCIERTH
177.
TFNLIGCIERTHVEC
178.
LIGCIERTHVFCHTG
179.
CIERTHVFCHTGHPW

180.

MFLLTIYLLLTSSPKI

211.
LIYLLLTSSPKILRA
212.
LLLTSSPKILRALWK
213.
TSSPKILRALWKVTS
214.
PKILRALWKVTSGAG
215.
LRALWKVTSGAGSSG
216.
LWKVTSGAGSSGSRY
217 .
VTSGAGSSGSRYLKK
218.
GAGSSGSRYLKKKFEH
219 .
SSGSRYLKKKEFHHKH
220.
SRYLKKKEFHHKHASR
221.
LKKKFHHKHASREDT
222.
KFHHKHASREDTWDQ
223.
HKHASREDTWDQAQH
224.
ASREDTWDQAQHNIH
225.
EDTWDQAQHNIHLAG
226.
WDQAQHNIHLAGVTG
227.
AQHNIHLAGVTGGSG

228.

GGNIYDCCIKAQEGT

ZE
IYDCCIKAQEGTLAT
260.
CCIKAQEGTLAIPCC
261.
KAQEGTLATIPCCGEP
262.
EGTLAIPCCGEFPLWL
263.
LATPCCGFPLWLEWG
264.
PCCGFPLWLEWGLVI
265.
GFPLWLEWGLVIIVG
266.
LWLFWGLVIIVGRIA
267.
FWGLVIIVGRIAGYG
268.
LVIIVGRIAGYGLRG
269.
IVGRIAGYGLRGLAV
270.
RIAGYGLRGLAVIIR
271.
GYGLRGLAVIIRICI
272.
LRGLAVIIRICIRGL
273.
LAVIIRICIRGLNLI
274.
ITIRICIRGLNLIFETI
275.
ICIRGLNLIFEIIRK

276.



ATIGGRLNGSGQSNAT

37.
GRLNGSGQOSNAIECW
38.
NGSGQOSNAIECWGSFE
39,
GOSNAIECWGSEPGC
40.
NAIECWGSEFPGCRPF
41.
ECWGSFPGCRPEFONY
42.
GSFPGCRPFONYFSY
43.
PGCRPFONYFEFSYETN
44,
RPFONYFSYETNRSM
45.
ONYFSYETNRSMHMD
46.
FSYETNRSMHMDNNT
47 .
ETNRSMHMDNNTATL
48.
RSMHMDNNTATLLEA

40

VKRCPIDILYGIHPI

85.
CPIDILYGIHPIRLC
86.
DILYGIHPIRLCVQP
87.
YGIHPIRLCVQPPFF
88.
HPIRLCVQPPFFELVQ
89.
RLCVQPPFFLVQEKG
90 .
VOPPFFLVQEKGIAD
91 ,
PFFLVQEKGIADTSR
92.
LVQEKGIADTSRIGN
93,
EKGIADTSRIGNCGP
94.
IADTSRIGNCGPTIF
95 .
TSRIGNCGPTIFLGV
96.
IGNCGPTIFLGVLED

NKRIRNQSENQYNCS

133.
IRNQSFNQYNCSINN
134.
QOSENQYNCSINNKTE
135.
NQYNCSINNKTELET
136.
NCSINNKTELETWKL
137.
INNKTELETWKLVKT
138.
KTELETWKLVKTSGV
139,
LETWKLVKTSGVTPL
140.
WKLVKTSGVTPLPIS
141.
VKTSGVTPLPISSEA
142.
SGVTPLPISSEANTG
143.
TPLPISSEANTGLIR
144.
PISSEANTGLIRHKR

RTHVEFCHTGHPWNMS

181.
VECHTGHPWNMSWGH
182.
HTGHPWNMSWGHLNE
183.
HPWNMSWGHLNESTQ
184.
NMSWGHLNESTQWDD
185.
WGHLNESTQWDDWV S
186.
LNESTQWDDWVSKME
187.
STOQWDDWVSKMEDLN
188.
WDDWVSKMEDLNQE T
189.
WVSKMEDLNQEILTT
190.
KMEDLNQEILTTLHG
191.
DLNQEILTTLHGARN
192.
QEILTTLHGARNNLA

NIHLAGVTGGSGDKY

229.
LAGVTGGSGDKYYKOQ
230.
VTGGSGDKYYKQKYS
231.
GSGDKYYKQKYSRND
232.
DKYYKQKYSRNDWNG
233.
YKQOKYSRNDWNGESE
234.
KYSRNDWNGESEEYN
235 ¢
RNDWNGESEEYNRRP
236.
WNGESEEYNRRPKSW
237.
ESEEYNRRPKSWVKS
238.
EYNRRPKSWVKSIEA
239 .
RRPKSWVKSIEAFGE
240.
KSWVKSIEAFGESYI

RGLNLIFEIIRKMLD

277.
NLIFEIIRKMLDYIG
278.
FEITIRKMLDYIGRAL
279.
IRKMLDYIGRALNPG
280.
MLDYIGRALNPGTSH
281.
YIGRALNPGTSHVSM
282.
RALNPGTSHVSMPQY
283.
ALNPGTSHVSMPQYV



