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Resumo

ROLOFF, Barbara Couto. Clonagem e expressdao da glicoproteina E de
herpesvirus bovino tipo 1 e 5 em Pichia pastoris. 2014. 46 f. Trabalho de
Conclusédo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade
Federal de Pelotas.

Os herpesvirus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) causam perdas significativas
para a pecuaria, por serem importantes patdégenos que afetam bovinos causando
diversas doencas, tais como rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), conjuntivite,
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV), balanopostite pustular infecciosa (IPB), além
de reabsor¢cao embrionaria, aborto, infertilidade temporaria, nascimento de animais
fracos e meningoencefalite. Estes virus, pertencentes a familia Herpesviridae,
possuem a capacidade de estabelecer laténcia no hospedeiro, o que torna dificil a
previsdo de surtos, especialmente em areas endémicas. O BoHV-1 apresenta
distribuicdo mundial, ja o BoHV-5 €& mais prevalente principalmente no Brasil e na
Argentina. O controle dos BoHV tem sido realizado através da utilizacdo de vacinas
e, devido a relagdo antigénica existente entre BoHV-1 e BoHV-5, acredita-se que
ocorra protecao cruzada entre estes virus. O genoma dos BoHV-1 e BoHV-5 contém
aproximadamente 70 genes, cujos produtos génicos incluem, entre outro,
glicoproteinas. No envelope viral encontram-se inseridas dez glicoproteinas, alvos
para a resposta imunologica do hospedeiro e responsaveis pelas interagdes virus-
célula. Delegcbes de genes que codificam glicoproteinas n&o essenciais na
replicagao viral in vitro ou in vivo, representam uma estratégia interessante e vem
sendo aplicadas no desenvolvimento de vacinas diferenciais (DIVAs), baseadas na
indugdo de uma resposta imune que pode ser sorologicamente diferenciada da
resposta induzida pela infecgdo natural. DIVAs com delecdo do gene que codifica a
gE foram desenvolvidas e vem sendo testadas no Brasil, no entanto, o diagnéstico
diferencial associado a estas vacinas ndo foi até o momento desenvolvido. Para tal,
a producado da gE recombinante € um importante passo para produgdo de mAbs
para posterior utilizagcdo em ELISA de bloqueio diferencial. A levedura hapléide e
metilotréfica Pichia pastoris, por ser um organismo eucarioto simples, proporciona a
expressao de proteinas com modificagdes poés-traducionais, sendo um modelo
biologico promissor para a produgdo de proteinas recombinantes de eucariotos.
Neste trabalho, o gene codificador para gE foi obtido ligado ao vetor de clonagem
pUC18 e, apds propagacao e linearizagdo, foi inserido no vetor de expressao
pPICZaB. Posteriormente, foi realizada a transformacgao de P. pastoris KM71H, e a
expressao da proteina foi analisada em meio de cultivo sdlido e liquido através de
dot blot. Os resultados sugerem que houve a expressdo da rgE, porém se faz
necessaria a realizagao de outros testes para triagem da presenca da proteina. Apos
a confirmagao da expressao, sua antigenicidade sera avaliada frente a soros de
animais naturalmente infectados com BoHV e animais vacinados com uma cepa de
BoHV gE".

Palavras chave: herpesvirus bovino; glicoproteina E; Pichia pastoris; diagnostico;
mADbs



Abstract

ROLOFF, Barbara Couto. Cloning and expression of glycoprotein E of bovine
herpesvirus 1 and 5 in Pichia pastoris. 2014. 46 f. Trabalho de Conclusdo de
Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

The bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) cause significant losses to
livestock, to be important pathogens affecting cattle causing various diseases, such
as infectious bovine rhinotracheitis (IBR), conjunctivitis, infectious pustular
vulvovaginitis (IPV), infectious pustular balanoposthitis (IPB), also embryonic death,
abortion, temporary infertility, birth of weak calves and meningoencephalitis. These
viruses belonging to the Herpesviridae family, have the ability to establish latency in
the host, which makes it difficult to prediction of outbreaks, especially in endemic
areas. The BoHV-1 has a worldwide distribution, as BoHV-5 is more prevalent mainly
in Brazil and Argentina. The control of BHV has been accomplished through the use
of vaccines, and because of antigenic relationship existing between BoHV-1 and
BoHV-5, it is believed that cross protection takes place between these virus. The
genome of BoHV-1 and BoHV-5 contains approximately 70 genes, whose gene
products include, among others, glycoproteins. In the viral envelope are inserted ten
glycoproteins, targets for the host immune response and responsible for virus-cell
interactions. Deletions in genes coding for non-essential glycoproteins in in vitro or in
vivo viral replication, and represent an interesting strategy has been applied to the
development of differential vaccines (DIVAs), based on the induction of an immune
response that can be serologically distinguished from the response induced by
natural infection. DIVAs with a deletion of the gene encoding gE have been
developed and are being tested in Brazil, however, the differential diagnosis
associated with these vaccines has not been developed yet. To this end the
production of recombinant gE is an important step for the production of mAbs for
subsequent use in a differential blocking ELISA. The haploid and methylotrophic
yeast Pichia pastoris, as a simple eukaryotic organism, provides the expression of
proteins with post-translational modifications, is a promising biological model for
production of recombinant proteins in eukaryotes. In this work, the gene encoding gE
was obtained attached to the cloning vector pUC18, and after propagation and
linearization, was inserted into the expression vector pPICZaB. Subsequently, was
performed the of P. pastoris KM71H, and protein expression was analyzed in a solid
and liquid culture by dot blot. The results suggests that was the expression of rgE,
but it is necessary to perform other tests to screen for the presence of rgE. After
confirmation of expression, antigenicity will be evaluated against sera from animals
naturally infected with BoHV and vaccinated with a strain of BoHV gE".

Keywords: bovine herpesvirus; glycoprotein E; Pichia pastoris; diagnosis; mAbs
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1 Introdugao

Os herpesvirus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5), pertencentes a
subfamilia Alphaherpesvirinae, sao geneticamente e antigenicamente muito
semelhantes (DAVISON et al., 2009). Estes virus caracterizam-se por apresentar
ciclo replicativo curto, com rapida disseminacéao in vitro, e pela indugao de lise nas
células infectadas (ENGELS & ACKERMANN, 1996). Além disso, possuem
capacidade de infectar células epiteliais e nervosas, estabelecendo infeccéo latente
em neurdnios de ganglios do sistema nervoso, sendo as células epiteliais os
principais alvos para a replicagao viral in vivo (ROIZMAN et al., 1992; DELHON et
al., 2003).

O BoHV-1 é responsavel, principalmente, por doencas respiratérias e
infeccbes genitais (FAVIER et al, 2012), ja o BoHV-5, por casos de
meningoencefalite (ROELS et al.,, 2000), causando perdas significativas para a
pecuaria. O BoHV-1 apresenta distribuicdo mundial, enquanto o BoHV-5 é mais
prevalente na América do Sul, principalmente Brasil e Argentina (ZAJAC et al.,
2010). O controle dos BoHV tem sido realizado através da utilizacdo de vacinas
vivas e inativadas (VAN OIRSCHOT et al., 1996) e, devido a relacdo antigénica
existente entre BoHV-1 e BoHV-5, que apresentam homologia de,
aproximadamente, 80% (DELHON et al., 2003), acredita-se que ocorra protegcao
cruzada entre estes virus (ZAJAC et al., 2006).

As vacinas disponiveis comercialmente sdo, em sua grande maioria,
inativadas e formuladas com cepas de BoHV-1, devido a identidade aminoacidica de
aproximadamente 82% entre as proteinas dos BoHV-1 e BoHV-5 (DELHON et al.,
2003; LEVINGS & ROCH, 2013). Os métodos de diagnéstico utilizados atualmente,
apresentam reagdes cruzadas entre soros de animais vacinados e naturalmente
infectados. Desta forma, vacinas diferenciais (DIVAs) que apresentem
caracteristicas detectaveis em testes de diagnéstico vem sendo desenvolvidas, a fim
de facilitar o controle e erradicagdo do BoHV, sendo a gE um alvo importante para
estes fins (ACKERMANN & ENGELS, 2006; FRANCO et al., 2007; BRUM et al.,
2010).

A producido da gE recombinante é de grande importancia para a posterior
producao de anticorpos monoclonais (mAbs) que serdo utilizados em ensaios

imunoenzimaticos (ELISA) de bloqueio diferencial, tornando possivel a diferenciagao
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dos animais vacinados com vacinas gE-deletadas e animais infectados a campo.
Para tal, a levedura Pichia pastoris € um sistema de expressao eficaz, pois
apresenta vantagens com relacdo aos sistemas de expressao procariotos, como a
producao de proteinas com modificagdes pods-traducionais, facil manipulagao
genética associada ao crescimento rapido em meios de cultivo relativamente
simples, além de possuir um forte promotor induzivel por metanol (CEREGHINO et
al., 2002).

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi obter a glicoproteina E recombinante do
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV) e 5 (BoHV-5) utilizando a levedura metilotrofica

Pichia pastoris.

2.2 Objetivos especificos

- Propagacéo dos vetores pUC/gE e pPICZaB;

- Digestao dos vetores pUC/gE e pPICZaB com as enzimas de restricdo EcoRI e
Kpnl,

- Ligacao do gene codificador para gE ao vetor pPICZaB;

- Propagacéo do vetor pPICZaB/gE em E. coli DH5q;

- Triagem das col6nias recombinantes através da extragao do DNA plasmidial;

- Preparo de células competentes de Pichia pastoris;

- Preparo do DNA plasmidial para transformacgao de P. pastoris;

- Transformacgao de P. pastoris por eletroporacao;

- Selegao de clones secretores da rgE através de dot blot de colbnias;

- Avaliagao da expressao da rgE por dot blot.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Herpesvirus bovino

Os herpesvirus pertencem a familia Herpesviridae, a qual inclui mais de 200
virus isolados de diferentes espécies, como moluscos, peixes, anfibios, répteis,
passaros e mamiferos (THIRY et al., 2006). Os virus pertencentes a esta familia
estdo entre os maiores virus da natureza, adaptando mecanismos muito especificos,
nao apenas para evadir as defesas do hospedeiro e usurpar a maquinaria da célula
infectada na producdo das progénies virais, como para silenciar a sua prépria
replicacao litica durante as infec¢des latentes (COHRS & GILDEN, 2001).

Os herpesvirus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5), pertencem a
ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus e s&o geneticamente e antigenicamente muito semelhantes
(DAVISON et al., 2009). A estrutura destes virus consiste em: um nucleo contendo
DNA linear de fita dupla, envolto por um capsideo icosaédrico com
aproximadamente 160 capsbmeros; uma substancia amorfa de proteinas
denominada tegumento; e pelo envelope fosfolipidico contendo espiculas
glicoproteicas na superficie, que sado glicoproteinas responsaveis pelas interacées
virus-célula, e possuem entre 100-200nm de didametro (THIRY et al., 2006; ZAJAC et
al., 2010).

Os virus pertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae caracterizam-se por
apresentar ciclo replicativo curto, com rapida disseminacgao in vitro, e pela indugao
de lise nas células infectadas (ENGELS & ACKERMANN, 1996). Além disso,
possuem capacidade de infectar células epiteliais e nervosas, estabelecendo
infeccao latente em neurbnios de ganglios do sistema nervoso, sendo as células
epiteliais os principais alvos para a replicagao viral in vivo (ROIZMAN et al., 1992;
DELHON et al., 2003).

Descrito pela primeira vez por FRENCH (1962) na Australia, o BoHV-5 foi
previamente classificado como uma variante neuropatogénica do BoHV-1 (DELHON
et al.,, 2003) devido as extensas reacbes soroldgicas cruzadas observadas entre

ambos. No entanto, as diferencas epidemiolédgicas, gendmicas e antigénicas destes
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dois virus, além da associagdo do BoHV-5 com encefalites, fizeram, em 1992, com
que este ultimo fosse reclassificado pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus, recebendo entdo a denominagao atual (ROEHE et al., 1997; DELHON et al.,
2003). Tanto o BoHV-1 quanto o BoHV-5 sdo virus neurotrépicos, mas apenas o
BoHV-5 é capaz de se replicar no sistema nervoso central (SNC) e induzir a doenga
neurologica (DELHON et al., 2003).

O BoHV-1 esta associado a doenga respiratéria, conhecida como
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), conjuntivite, vulvovaginite pustular infecciosa
(IPV), balanopostite pustular infecciosa (IPB), além de reabsor¢do embrionaria,
aborto, infertilidade temporaria, nascimento de animais fracos e meningoencefalite
(VIEIRA et al., 2003). J&4 o BoHV-5 é o agente etiolégico da meningoencefalite
herpética (ROELS et al., 2000), enfermidade de curso geralmente fatal, que atinge
principalmente animais jovens (GOMES et al., 2002). Quando acomete animais
adultos, o BoHV-5 leva ao desenvolvimento de infecgdo subclinica ou enfermidade
moderada (ASHBAUGH et al., 1997; CASCIO et al., 1999; ZAJAC et al., 2006). O
aborto, por sua vez, pode ocorrer em decorréncia da infecgdo pelas duas cepas
virais (WEIBLEN, 1989), ou mesmo através da utilizacdo de vacinas vivas
modificadas (DONKERSGOED & BABIUK, 1991).

A transmissao dos herpesvirus em ruminantes se da, comumente, de forma
direta, através de aerossois ou pelo contato proximo entre animais infectados. A
transmissao indireta pode ocorrer via comida ou agua contaminados, sémen na
inseminacgao artificial ou ordenha mecéanica (MAIDANA et al., 2011). Apds o contato
com a mucosa de um animal suscetivel, os herpesvirus estabelecem uma replicagao
inicial em células epiteliais locais, como a cavidade nasal, orofaringe, conjuntiva e
trato genital. Essa replicacdo causa a lise dessas células, levando as manifestagdes
clinicas da infecgdo: congestao local, presenca de secregdes e lesdes na mucosa,
que variam na gravidade entre vesiculares e erosivas (ENGELS & ACKERMANN,
1996; VOGEL et al.,, 2003). Apds a replicacdo primaria, o virus invade as
terminagdes nervosas. Ele é transportado ao longo dos axénios até os corpos
neurais dos ganglios sensoriais ou autbnomos para o estabelecimento da laténcia
(CAIXETA, 2008).

Os animais infectados pelo virus, mesmo assintomaticos, tornam-se
portadores, ja que os BoHV permanecem latentes no hospedeiro, instalando-se em

ganglios nervosos, olfatério, trigémeo ou sacral, dependendo do local da infecgao
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(MEYER et al., 2001), ndo sendo detectados pelos exames tradicionais.
Especialmente em areas endémicas, os surtos s&o imprevisiveis, pois uma vez
estabelecida a laténcia, o animal pode, periodicamente, re-excretar o virus atraves
das secrec¢des, disseminando-o para bovinos suscetiveis (VOGEL et al., 2003).

Os BoHV apresentam distribuicdo mundial e, embora tenham sido reportados
casos esporadicos de meningoencefalite por BoHV-5 na Australia, Italia e Hungria, a
infeccdo é mais frequente no Brasil e na Argentina, onde inumeros casos foram
descritos nas ultimas décadas (ZAJAC et al., 2010). Embora ainda se desconheca a
real prevaléncia desse agente no pais, principalmente devido a reatividade
sorolégica cruzada com BoHV-1, estudos tém revelado uma alta prevaléncia no Rio
Grande do Sul (CAMPOS et al., 2009; HOLZ et al. 2009).

O BoHV-5 infecta animais de todas as idades, porém nos animais jovens (até
6 meses de idade) o curso da doenca é rapido e letal; ja os animais adultos sao
considerados menos susceptiveis a infecgcado pelo virus, dependendo das estirpes
virais e caracteristicas do hospedeiro (ZAJAC et al., 2010). As infecgcbes por BoHV
causam graves prejuizos econdmicos a bovinocultura, devido a diminuigdo da
producao de leite, perda de peso e aborto (FAVA et al, 2002; ZAJAC et al., 2006). A
rara ocorréncia de meningoencefalite causada pelo BoHV-5 em areas onde a
infeccao por BoHV-1 é endémica pode ser explicada devido a protecdo cruzada
induzida pela infecgdo natural por BoHV-1 ou vacinagao (ZAJAC et al., 2010;
MAIDANA et al., 2011).

Devido a ampla distribuicdo do BoHV-1 na América do Norte e em paises
europeus, programas de vacinacdo em larga escala foram aplicados, o que poderia
explicar a baixa incidéncia do BoHV-5, uma vez que a existéncia de protegao
cruzada entre os dois virus, tanto por imunizacdo passiva como por ativa, foi
demonstrada (VOGEL et al., 2002; ZAJAC et al., 2006). Desta forma, o maior
numero de relatos de infecgdo por BoHV-5 ocorre em paises onde a prevaléncia de
BoHV-1 é relativamente baixa e ndo ha programas de vacinagao em larga escala
(VOGEL et al., 2002).

A principal forma de controle dos BoHV ¢é através da vacinagcao (VAN
OIRSCHOT et al.,, 1996), sendo as vacinas disponiveis comercialmente, em sua
grande maioria, inativadas e formuladas com cepas de BoHV-1, devido a identidade
aminoacidica de aproximadamente 82% entre as proteinas dos BoHV-1 e BoHV-5
(DELHON et al., 2003; LEVINGS & ROCH, 2013). Devido a esta relacao antigénica,
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ocorrem reagdes cruzadas in vivo em animais vacinados contra o BoHV-1 e
desafiados com BoHV-5 (ZAJAC et al., 2006). Porém, alguns estudos relatam
protecao insuficiente induzida por vacinas contra BoHV-1 frente desafio com virus
nao homologo (CASCIO et al., 1999; SILVA et al., 2006), enfatizando a necessidade
do desenvolvimento de vacinas especificas para o BoHV-5, a fim de prover uma
maior protecao frente a este agente.

O tipo de resposta imune desencadeado pelas infecgées por herpesvirus é
discutido desde os anos 70 (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977), porém a imunidade
mediada por células é efetivamente de maior importancia para o desenvolvimento de
uma resposta protetora precoce ao BoHV-1 e ao BoHV-5. FENNER et al. (1993),
relataram que sao trés os principais mecanismos de resposta as infecgdes virais:
destruicdo de células infectadas, producao de interferons e neutralizacdo da
infectividade da progénie de virus produzida durante o processo infeccioso.

O diagnéstico de infecgao por BoHV geralmente é realizado através de
técnicas soroldgicas, baseadas na deteccdo de anticorpos especificos contra estes
virus, sendo a soroneutralizagao e o ELISA as técnicas mais utilizadas para este fim
(ROEHE, 1996). O diagndstico virolégico, por sua vez, pode ser realizado através
da identificacdo de particulas virais em secrec¢des ou tecidos de animais infectados,
do isolamento do virus em cultivos celulares ou, ainda, através de métodos
moleculares (ROEHE et al., 1997). Porém, estes métodos de diagndstico
apresentam deficiéncias em relagcédo a especificidade e sensibilidade, podendo levar
a reagdes cruzadas que poderdo comprometer o diagndstico da doenca. Desta
forma, se faz necessario o desenvolvimento de novas estratégias que visem

contornar os problemas encontrados nos testes atuais.

3.2 Glicoproteinas

As glicoproteinas do envelope viral desempenham importante papel na
viruléncia, mediando a adsorgao e penetracdo do virion na célula hospedeira, além
da disseminacao célula-a-célula. Além disso, devido a sua localizagao na superficie
viral e na membrana de células infectadas, glicoproteinas sao importantes alvos
para a resposta imune do hospedeiro (ZAJAC et al., 2010).

BoHV-1 e BoHV-5 sao intimamente relacionados e apresentam notavel

semelhanga nos aspectos genéticos, antigénicos e bioldgicos. Seus genomas de
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DNA fita dupla (135 kb no BoHV-1; 138 kb no BoHV-5) apresentam cerca de 85% de
similaridade de nucleotideos e 82% de identidade de aminoacidos (DELHON et al.,
2003; TRAESEL et al.,, 2013). O genoma viral codifica aproximadamente 70
proteinas, das quais 10 sdo glicosiladas (EL-KHOLY et al., 2013). Os produtos
génicos incluem proteinas regulatorias da replicagdo viral, enzimas, proteinas
estruturais e glicoproteinas (SCHWYZER & ACKERMANN, 1996; DELHON et al.,
2003; TRAESEL et al.,, 2013). No envelope viral encontram-se inseridas 10
glicoproteinas (gK, gC, gB, gH, gM, gL, gG, gD, gl e gE), envolvidas em diferentes
etapas do ciclo viral, responsaveis pelas interagdes virus-célula e alvos para a
resposta imunoldgica do hospedeiro (DELHON et al.,, 2003). A proteina N é
codificada pelo gene UL49.5 e é considerada uma falsa glicoproteina no BoHV-1,
pois nao é glicosilada (ZAJAC et al., 2010).

As glicoproteinas C e B sdo importantes para o inicio do processo de infecgao
viral, pois contribuem com a adsorgcdo viral ligando-se a receptores celulares
especificos de sulfato de heparina da membrana celular (BABIUK et al., 1996). Esse
processo de adsorcao do virus a superficie celular ativa € um processo mediado por
glicoproteinas virais, onde pelo menos cinco glicoproteinas (gB, gD, gH, gL e gK)
estdo envolvidas no processo que culmina com a penetragao do virus na célula
(WILD et al., 1998). A analise das sequéncias de gD, gG, gl e gE mostrou que sao
codificadas pela regido unica curta (Us) do genoma sugerindo que evoluiram por
duplicacéo de genes. Com isso, gE e gl sdo originadas a partir dos genes US8 e
US7, respectivamente (LEHMANN et al., 2004) e formam um heterodimero ligado
de forma nao covalente as células infectadas e ao envelope viral, indicando que o
complexo gE/gl representa uma unidade funcional (HUBNER et al, 2005). A analise
in vitro de virus mutantes sem gE e/ou gl tem mostrado que o complexo esta
envolvido na disseminacgao célula-células (FRANCO et al., 2007).

A gE é uma glicoproteina transmembrana tipo |, codificada pelo gene US8, e
esta presente em menor concentragdo quando comparada as glicoproteinas
imunodominantes gB, gC e gD. A gE do BoHV-1 contém 575 aminoacidos, peso
molecular calculado de 61kDa e peso molecular aparente de 92kDa, discrepancia
esta devida as extensivas modificagcbes pos-traducionais, principalmente N-
glicosilagao. As gE dos virus da subfamilia Alphaherpesvirinae possuem composi¢cao
aminoacidica distinta, mas compartilham homologia estrutural e funcional. A porgao

extracelular (420 residuos N-terminais) contém dois grupos conservados de
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cisteinas (C1 e C2) e um motivo GLYV conservado, localizado entre C2 e a regiao
transmembrana. A cauda citoplasmatica contém dois motivos conservados YxxL
(onde x é qualquer aminoacido). A gE esta envolvida com a interacao célula-célula e

com a disseminacao neural (LEHMANN et al., 2004).

3.3 Estratégias para o controle dos BoHV

Delecbes de genes que codificam glicoproteinas ndo-essenciais na replicagao
viral in vitro ou in vivo (KAASHOEK et al., 1995; KAASHOEK et al., 1998)
representam uma estratégia interessante e vem sendo aplicadas no
desenvolvimento de vacinas diferenciais (DIVAs), baseadas na capacidade de
indugao vacinal de uma resposta imune que pode ser sorologicamente diferenciada
da resposta induzida pela infecgdo natural, com cepa viral de campo (VAN
OIRSCHOT, 1999). A glicoproteina nao-essencial do envelope viral, gE, tem sido
muito utilizada como marcador antigénico em DIVAs para BoHV-1. A gE ¢é
necessaria para o transporte eficiente de particulas virais através de neurbnios
conectados sinapticamente, razdo pela qual herpesvirus gE-deletados séao
deficientemente transportados para o cérebro apds replicacdo nasal. Assim, além de
ser marcador antigénico, a delecdo da gE dos genomas de BoHV-1 e BoHV-5
contribui para a inativagao do virus (SANTOS et al., 2011).

A associacdao de DIVAs a testes sorologicos diferenciais vem sendo
empregada no controle e erradicagdgo do BoHV-1 em paises europeus
(ACKERMANN & ENGELS, 2006), utilizando como ferramenta de diagndstico
ensaios imunoenzimaticos (ELISAs) de bloqueio ou competicdo (VAN OIRSCHOT et
al., 1996; VAN OIRSCHOT et al., 1997). Os antigenos utilizados para a produgao
dos mAbs empregados nestes testes diagnosticos sdo, geralmente, obtidos de um
extrato viral total, onde a gE encontra-se associada a outras glicoproteinas do
envelope, comumente gl, com a qual forma-se uma ligacdo nao covalente (complexo
gE/gl). No entanto, estes ELISAs apresentam performance limitada, atribuida a sua
baixa especificidade, porém esta especificidade reduzida nao é atribuida a reacdes
cruzadas com outros virus, e sim a presenca massiva de anticorpos dirigidos a
outras glicoproteinas do envelope que ndo a g (LEHMANN et al., 2004). Além

disso, uma variabilidade entre a gE de diferentes cepas de BoHV-1 ja foi relatada,
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através do desafio destas cepas com um painel de mAbs anti-g (KAASHOEK et al.,
1995).

DIVAs com delegdgo do gene que codifica a gE foram desenvolvidas
(FRANCO et al.,, 2007; BRUM et al.,, 2010) e vem sendo testadas no Brasil
(HUBNER et al., 2005; BRUM et al., 2010; ANZILIERO et al., 2011; CAMPOS et al.,
2011; SANTOS et al., 2011), no entanto, o diagndstico diferencial associado a estas

vacinas nao foi até o momento desenvolvido.

3.4 Pichia pastoris como sistema de expressao de proteinas heterélogas

As bactérias sdo os organismos mais utilizados para a expressao de
proteinas recombinantes, no entanto, ndo possuem caracteristicas importantes para
a expressao de proteinas de eucariotos, como sistema de endomembranas e as
modificagdes pods-traducionais, o que pode impedir a correta expressdo das mesmas
(CEREGHINO et al., 1999).

Assim, quando o interesse € produzir proteinas de organismos eucariotos, as
leveduras destacam-se como sistemas alternativos pois, além de serem capazes de
realizar modificagdes pods-traducionais, tipicamente associadas com eucariotos
superiores, detém as vantagens do sistema bacteriano no que diz respeito a
facilidade de manipulagao e cultivo em escala industrial (CEREGHINO et al., 1999).
Neste contexto, a levedura haploide e metilotroéfica Pichia pastoris, tém recebido
destaque nas ultimas duas décadas (TORRES & MORAES, 2000). Por ser um
organismo eucarioto simples, proporciona a expressdao de proteinas com
modificagdes pods-traducionais, tais como o processamento de sequéncias de sinal,
folding, formacao de ponte dissulfeto, certos tipos de adigao de lipideos, e O- e N-
glicosilacado, além de secretar as proteinas heterélogas de forma soluvel no meio,
simplificando etapas de purificacdo (CEREGHINO & CREGG, 1999). Assim, muitas
proteinas que acabam como corpos de inclusao inativos em sistemas bacterianos
sao produzidos como moléculas biologicamente ativas em P. pastoris (CREEG et al.,
2000).

Além disso, o promotor derivado do gene da alcool oxidase 1 (AOX1),
presente na P. pastoris é especialmente adequado para a expressao controlada de
genes exogenos. AOX 1 é reprimido em cultura contendo glicerol e induzido quando

as células sao transferidas para um meio contendo metanol como unica fonte de
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carbono (BOETTNER et al., 2002). Este sistema apresenta também um segundo
promotor funcional para a enzima alcool oxidase, o gene AOX2 que codifica uma
proteina que € 97% idéntica e tem a mesma atividade especifica do AOX1 (NOHR et
al., 2003).

Outra importante razdo para a utilizagcdo da P. pastoris € a semelhancga das
técnicas necessarias para sua manipulagdo geneética, com as utilizadas para
Saccharomyces cerevisiae, um dos sistemas experimentais mais bem
caracterizados na biologia moderna. Algumas proteinas heterdlogas sao glicosiladas
quando secretadas em leveduras, porém podem ocorrer eventos indesejaveis como
a hiperglicosilagdo gerando proteinas nao funcionais, o que € o caso das proteinas
produzidas em S. cerevisiae, que sao secretadas em tamanhos heterogéneos,
acarretando em hiperglicosilagao, e desta forma, comprometendo a antigenicidade
da proteina. Ja P. pastoris, expressam proteina com cadeias menores de manose,
levando a uma glicosilagdo mais homogénea (CEREGHINO & CREGG, 1999;
NOHR et al., 2003).

O crescimento respiratério da P. pastoris também €& uma caracteristica
fisiolégica chave que facilita muito a sua cultura em altas densidades celulares em
relacdo as leveduras fermentativas. Além disso, o sistema de P. pastoris é
geralmente considerado como sendo mais rapido, mais facil e menos dispendioso do
que sistemas de expressao obtidos a partir de eucariotos superiores, tais como
cultura de tecidos de mamiferos e insetos, além de geralmente resultar em niveis
mais elevados de expressao (CREGG et al., 2000).

Outras vantagens para a utilizacao de P. pastoris como sistema de expressao
sao: a adaptabilidade de culturas de P. pastoris para altas densidades celulares,
permitindo a produgao de grande quantidade de proteinas recombinantes no meio
de cultura; a simplicidade da inducdo da expressao de proteinas por metanol; o
baixo nivel de secrecdo de proteinas nativas; e seu crescimento em meio simples
utilizando metanol como unica fonte de carbono (COS et al., 2005). A aquisicao de
altas concentragdes de proteinas heterdlogas no sobrenadante da cultura depende
também da estabilidade da proteina as condicdes ambientais como sua resisténcia a
acgao das proteases (CHOI et al., 2006; COS et al., 2005).

Para expressar e secretar proteinas recombinantes em P. pastoris sao
utilizados vetores obtidos comercialmente. O vetor pPICZaB (INVITROGEN, 2010)

de 3,6kb, possui multiplos sitios de clonagem com dez sitios de restricao unicos que
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permitem uma eficiente inser¢ao do gene. Proteinas recombinantes sdo expressas
fusionadas a um peptideo N-terminal que codifica a sequéncia sinal do fator-a de S.
cerevisiae, responsavel pela secrecdo das proteinas expressas. Este vetor permite
alto nivel de expressao através da indugao do gene AOX1 por metanol, além de
facilitar a clonagem devido a presenga de um peptideo C-terminal. Para a selegao
dos recombinantes, este vetor possui um gene de resisténcia a zeocina, tanto para
as etapas de propagacado em E. coli, quanto para expressao em P. pastoris. Para a
deteccdo e purificacdo da proteina recombinante, este vetor possui também uma
cauda de polihistidina C-terminal que permite a detecgdo da proteina de fusao
através de anticorpos anti-His tag e a purificacdo através de resina de niquel
(INVITROGEN, 2010). O mapa do vetor pPICZaB é mostrado na Figura 1:

pPICZo.A,B,C (3.6 kb)

c-myc epitope 6xHis @ |

AO’\’/ )} \/BamH |

pPICZ  ®
and g
pPICZa
A,B,C
&

73 A
Bgl 1i PUC o _o° -
* Frame-dependent variations

Figura 1: Mapa do vetor de expressado pPICZaB, mostrando: pUC ori - origem de replicagdo em E.
coli; 5 AOX1 - fragmento contendo o promotor AOX1; regido de multiplos sitios de clonagem; epitopo
myc-c para detecgao da proteina através de anticorpos; 6xHis - cauda de 6x Histidina para detecgao
e purificagdo da proteina; AOX1 TT - terminador de transcrigdo; Prgrq - promotor de trascription
elongation factor 1 que dirige a expressao do gene de resisténcia a zeocina; e cyc TT - terminador de
transcricdo de S. cerevisiae.

Fonte: INVITROGEN, 2010.

Por possuirem o gene AOX1, a maioria das cepas de P. pastoris possuem
fendtipo Mut® (Methanol Utilization Plus) e, com isso, crescem rapidamente em
metanol. Por possuir apenas o gene AOX2 (devido a uma delegdo no gene AOX1,

parcialmente substituido pelo ARG4 de S. cerevisiae), a cepa KM71H possui lento
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crescimento em metanol, com fenotipo Mut® (Methanol Utilization Slow), o que a
torna mais eficaz, além de nao necessitar de grandes quantidade de metanol para a

indugao da expressao de proteinas (CREGG et al., 2000).

4 Metodologia

4.1 Clonagem do gene codificador para gE

4.1.1 Propagacgao dos vetores pUC/gE e pPICZaB

Para a produgao da proteina gE recombinante (rgE) de herpesvirus bovino foi
obtido o vetor pUC18 contendo o gene codificador para tal proteina (1682 pb),
desenhado a partir de uma sequéncia consenso obtida através das sequéncias de
gE de BoHV-1 e 5 disponiveis no genbank. Foi realizada propagacao do vetor de
clonagem pUC18 contendo o gene sintético (pUC/gE), através da transformacao de
E. coli cepa DH5a por choque térmico. Apds a transformacao, foi adicionado 500uL
de meio Luria-Bertani (LB — Triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%), e
incubado a 37°C durante 1h30min. Entdo, o pré-inéculo foi semeado por
espalhamento em LB sélido contendo ampicilina (100ug/mL) para posterior selegao
dos clones recombinantes. As placas foram incubas a 37°C overnight.
Simultaneamente, foi realizada a propagacao do vetor pPICZaB de acordo com o
mesmo protocolo utilizado para propagacao do vetor pUC/gE, porém o meio utilizado
foi LB low-salt (Triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5% - pH 7,5)
contendo zeocina (25ug/mL). Para ambos os vetores, as colbnias isoladas foram
cultivadas em meio liquido a 37°C overnight. A extracdo do DNA plasmidial foi

realizada com kit Purelink Quick Mini 50 (Invitrogen).
4.1.2 Digestao dos vetores pUC/gE e pPICZaB
Entdo, procedeu-se com a digestdo do pUC/gE, utilizando as enzimas de

restricdo EcoRI e Kpnl (Invitrogen), para liberagdo do inserto. As mesmas enzimas

foram utilizadas para digestdo do vetor de expressao pPICZaB, para posterior
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ligacdo do gene a este vetor. Apds ambas as digestdes, as mesmas foram
analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1% utilizando o marcador de
peso molecular Ladder 1Kb (Ludwig). Para a obtencdo do gene, realizou-se a
excisao da banda referente ao inserto (1682pb), sua purificacdo através do kit PL
Quick Gel Extract and PCR (Invitrogen) e nova eletroforese em gel de agarose 1%

para checagem.

4.1.3 Ligacao do gene codificador para a gE ao pPICZaB

Apos a verificagao das digestdes, foi realizada a ligacdo do gene ao vetor de
expressao pPICZaB, utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen). O produto da
ligacao foi utilizado para transformar E. coli cepa DH5a por choque térmico. As
bactérias transformadas foram semeadas em meio LB Jlow-salt agar contendo
zeocina como agente seletivo. Das col6nias que cresceram, as que estavam mais
isoladas das demais foram transferidas para meio LB low-salt liquido, contendo
zeocina, para posterior extragdo de DNA plasmidial, realizada de acordo com o
protocolo de lise alcalina com SDS (SAMBROOK & RUSSEL, 2001) e confirmada
com kit Purelink Quick Mini 50 (Invitrogen).

4.1.4 Triagem das col6nias recombinantes

Apos checagem da extracdo, os clones que aparentavam ter o tamanho
esperado foram selecionados para extracdo de DNA plasmidial através de kit
Purelink Quick Mini 50 (Invitrogen), e posterior eletroforese em gel de agarose 1%, a
fim de analisar com maior clareza o potencial dos clones recombinantes. O DNA
extraido dos clones foi submetidos a digestdo com as enzimas EcoRI e Kpnl, para

verificar se seriam recombinantes, através da liberagao do inserto.

4.2 Preparo de células competentes de Pichia pastoris

As células competentes de P. pastoris cepa KM71H foram preparadas
conforme recomendacgdes do “Pichia Expression Kit” (Invitrogen). As células foram
primeiramente semeadas, por esgotamento, em meio YPD agar (extrato de levedura

1%, peptona 2%, dextrose 2% e agar-agar 2%) e incubadas a 30°C por 3 dias. Uma
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colonia foi cultivada em 5mL de YPD liquido a 30°C sob agitacao de 225 rpm,
overnight. Na manha seguinte, foram transferidos 150-175uL do pré-indculo para
250mL de YPD e mais uma vez incubados a 28°C sob agitacdo de 225 rpm,
overnight. Ao atingir a D.O.g00 de 1,3-1,5, o cultivo foi centrifugado a 1500g por 5 min
a 4°C. Em seguida, o pellet foi lavado, com 250mL e 125mL de agua MilliQ estéril
gelada, por centrifugacdo a 1500g por 5 min a 4°C. Apés a lavagem, as células
foram eluidas em 10mL de sorbitol 1M estéril e gelado, novamente coletadas por
centrifugacédo a 1500g, por 15 min, a 4°C, e concentradas em 500uL de sorbitol 1M
estéril e gelado. Assim que preparadas, as células foram mantidas resfriadas e

imediatamente utilizadas.

4.3 Preparo do DNA plasmidial

Para eficiéncia da transformacéao de P. pastoris cepa KM71H, é necessario partir
de uma elevada concentragdao de DNA (5-10ug). Para isso, os clones recombinantes
foram cultivados em 30mL de meio LB low-salt com zeocina, de onde foi realizada
extracdo de DNA plasmidial com kit Purelink Quick Mini 50 (Invitrogen). Para
checagem, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%.

Para insercao em P. pastoris, o DNA deve estar linear. Para isso, foi escolhido
um clone para linearizagcdo com a enzima de restricdo Sacl (Invitrogen) e, apds
analise da linearizagao por eletroforese em gel de agarose 1%, a reagédo enzimatica
foi interrompida com calor (65°C/20 min). O DNA linearizado, foi entao extraido com
1 volume de fenol-cloroférmio e, apds centrifugacao, a fase aquosa foi adicionado
2,5 volumes de etanol absoluto e 0,1 volume de acetato de sédio 3M, e incubado a -
20°C overnight para precipitacdo do DNA. Apds centrifugacao e trés lavagens com
etanol 75%, o pellet foi eluido em 11 yL de agua milliQ. Para checagem, o DNA

precipitado foi analisado em gel de agarose 1%.

4.4 Transformacao de Pichia pastoris

P. pastoris cepa KM71H foi transformada por eletroporagdo com o vetor
pPICZaB/gE, conforme recomendagdes do “Pichia Expression Kit” (Invitrogen). Em
uma cubeta de 2mm gelada foi adicionado 5-10ug de DNA e 80uL de células

competentes. Posteriormente, a cubeta foi incubada em gelo por 5 min e submetida
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a eletroporacdo em eletroporador “GenePulser” (BIORAD), de acordo com as
instrucdes do fabricante (2uF de capacitancia, 200Q de resisténcia e 2kV de
voltagem). Imediatamente, foi adicionado 1mL de sorbitol 1M gelado a cubeta. O
conteudo foi transferido para um falcon de 15mL e incubado a 30°C, sem agitacao,
por 1-2h. A partir deste cultivo, 100uL e 200uL foram semeados em duas placas de
YPDS (extrato de levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1M e agar 2%)
contendo 100ug/mL de zeocina e incubadas a 30°C até formar colénias (3-10 dias).
No restante do cultivo foi adicionado 1mL de YPD, incubado a 30°C, sob agitacado de
225 rpm por 1h e, apds decorrido este tempo, 100uL e 200uL foram semeados em
duas placas de YPDS contendo 100ug/L de zeocina e incubadas a 30°C até formar

colénias (3-4 dias).

4.5 Triagem das col6nias recombinantes por dot blot

4.5.1 Selecao de clones secretores da rgE

As colbnias isoladas foram selecionadas das quatro placas e transferidas
para uma placa de BMMY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio
100mM, YNB 1,34%, biotina 4x107°%, metanol 0,5% e agar 2%) contendo 100ug/mL
de zeocina, marcada e numerada. A placa foi incubada a 30°C, e por dois dias foi
realizada a indugdo da expressdo da proteina, através da adicdo de 150uL de
metanol na tampa da placa.

Apos transcorrido o periodo de inducao, foi realizado um dot blot das
coloénias, a fim de analisar, através da reagdo com anticorpos especificos, a
expressdo da proteina. Para tal, foi realizado o imprinting das colbénias em
membrana de nitrocelulose (a membrana foi colocada sobre as col6nias e incubada
a 30°C por 3h). Foram utilizados dois controles para a reagao, sendo a proteina
LipL32 (que possui cauda de histidina) o controle positivo do anticorpo anti-histidina,
e um extrato de BoHV-5 cepa EVI-88 o controle positivo do pool de anticorpos anti-
BoHV. O bloqueio, para evitar reacdes inespecificas, foi realizado com soro fetal
bovino 1% diluido em PBS 1x, incubado por 1h a temperatura ambiente, sob
agitacdo. Entdo, foram adicionados os anticorpos primarios, anti-histidina (diluicao
1:5000) e o pool anti-BoHV (diluicao 1:500), e a membrana foi incubada por 1h a

temperatura ambiente, sob agitagdo. Os anticorpos secundarios conjugados a



28

peroxidase, anti-mouse (diluicdo 1:4000) e anti-bovino (diluicdo 1:10000) foram
adicionados a membrana e incubados a temperatura ambiente por 1h, sob agitagao.
A reacao foi revelada com DAB (3,3 '-diaminodbenzidine - 2mL de solugédo estoque
de DAB, 18mL de PBS 1x, 600uL de sulfato de niquel 1% e 20uL de H2O, 30%).

Entre cada uma das etapas a membrana foi lavada com PBS-T.

4.5.2 Avaliagcao da expressao da rgE

As colbénias que mostraram maior reagdao com o0s anticorpos foram
transferidas para meio liquido, a fim de testar sua expressao. A partir da placa de
YPD, as colbnias foram cultivadas em 10mL de BMGY liquido (extrato de levedura
1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100mM, YNB 1,34%, biotina 4x10°% e
glicerol 1%) contendo 100pug/mL de zeocina, e incubado overnight a 30°C, sob
agitacado de 225 rpm. O cultivo foi centrifugado a 1500g por 5min, para remog¢ao do
meio. O sobrenadante foi descartado e o pellet eluido em 7mL de BMMY (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potassio 100mM, YNB 1,34%, biotina 4x10°%
e metanol 0,5%) e incubado sob agitacao de 225 rpm a 30°C. Durante seis dias, foi
realizada a indugdo da expressao da proteina, com a adi¢do de 35uL de metanol
100% e a coleta de 100uL de cada cultivo para posterior checagem da expressao.
Estas aliquotas foram centrifugadas a velocidade maxima por 3min, o pellet e o
sobrenadante foram separados e armazenados a -20°C.

Ao final dos seis dias, foi realizado um dot blot com amostras coletadas a
cada dia. Para isso, os pellets foram eluidos em PBS 1x, e duas membranas de
nitrocelulose foram sensibilizadas com 5uL de cada amostra (sobrenadante e pellet
dos seis dias, de cada clone). Em uma membrana foi utilizada como controle positivo
da anti-histidina a proteina LipL32, e na outra, como controle positivo do pool de
anticorpos anti-BoHV, foi utilizado um extrato de BoHV-5 cepa EVI-88. As
membranas ficaram a temperatura ambiente até as amostras secarem. O protocolo

utilizado foi o mesmo descrito anteriormente para o dot blot das coldnias.



29

5 Resultados

5.1 Clonagem do gene codificador para gE

A anadlise do padrao de bandas resultante na eletroforese apds a extragao
do DNA plasmidial dos plasmideos propagados, confirmou o tamanho esperado do
vetor pUC/gE circular (=4368 pb) (Figura 2). Na figura 3, o pPICZaB circular sem o
gene de interesse (=3600 pb) também foi confirmado, ja que aparece no tamanho
esperado e com mais de 10000 pb, que pode ser devido a diferentes niveis de

superenrolamento do plasmideo, o que s6 sera confirmado apos a digestao.

5.000 pb 3
4.000 pb

Figura 2: Andlise da propagacédo do vetor pUC/gE. Eletroforese em gel de agarose 1%, onde M:
Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1-4: pUC/gE.
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Figura 3: Andlise da propagacao do vetor pPICZaoB. Eletroforese em gel de agarose 1%, onde M:
Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1: pPICZaB controle; 2-5: pPICZaB.

Os vetores pUC/gE e pPICZaB foram linearizados, como é possivel visualizar
na Figura 4. Desta forma, houve a liberagcao do inserto (gene codificador para a gE)

do vetor pUC e clivagem do pPICZaB para posterior ligagao.

M 1 2 3

2000 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 4: Analise da digestdo enzimatica dos vetores pUC/gE e pPICZaB. Eletroforese em gel de
agarose 1%, onde M: Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1: pPICZaB nao digerido; 2:
pPICZaB digerido; 3: pUC/gE digerido.
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A banda com o tamanho do gene codificador para a gE (=1682 pb) foi
excisada do gel e, apds purificagéo, foi realizada eletroforese em gel de agarose

para checagem (Figura 5).

4000 pb
3000 pb

2000 pb
1500 pb

Figura 5: Analise da integridade do gene codificador para a gE apds purificacédo. Eletroforese em gel
de agarose 1%, onde M: Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1: pPICZaB linearizado; 2: gE
linearizada.

Apés verificagdo da digestdao e ligagdo do gene ao vetor pPICZaB, a
transformacao de E. coli cepa DH5a por choque térmico foi realizada com sucesso.
As colbnias que estavam mais isoladas das demais foram transferidas para meio LB
low-salt liquido, contendo zeocina, para posterior extragcdo de DNA plasmidial por

por lise alcalina com SDS, para triagem das coldnias recombinantes (Figura 6).
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Figura 6: Triagem dos clones recombinantes através da extragdo do DNA plasmidial por lise alcalina
com SDS. Eletroforese em gel de agarose 1%, onde M: Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1:
pPICZaB circular; 2: gE1; 3: gE2; 4: gE3; 5: gE4 ; 6: gE5; 7: gE6; 8: gE7; 9: gES8; 10: gE9; 11: gE10;
12: gE11; 13: gE12; 14: gE13; 15: gE14; 16: gE15; 17: gE16; 18: gE17; 19: gE18; 20: gE19; 21: gE20;
22: pPICZaB circular.

O DNA plasmidial dos clones que aparentavam ter o tamanho esperado
(gE1, gE4, gE5, gE15, gE17 e gE18) foi extraido com kit de extragdo e submetido a

eletroforese em gel de agarose para confirmagéao da presencga do inserto (Figura 7.).

M 1 2 3 4 5 6 7

#3600 pb w——lp

Figura 7: Triagem dos clones recombinantes através da extragdo do DNA plasmidial por kit comercial.
Eletroforese em gel de agarose 1%, onde M: Marcador molecular; 1: pPICZaB circular; 2: gE1; 3:
gE4; 4: gE5; 5: gE15; 6: gE17; 7: gE18.
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Dos clones representados na figura anterior, gE1, gE4, gE15, gE17, gE18,
aparentam ter o gene recombinante, pois liberam o inserto no tamanho esperado
(=1682 pb) apds digestdo com as enzimas EcoRIl e Kpnl (Figura 8). O clone

escolhido para a continuidade do experimento foi o gE4.

4000 pb  w—p
3000 pb  =—

2000ph  e—p
1500 pb —>

Figura 8: Analise da digestdo enzimatica dos possiveis clones recombinantes. Eletroforese em gel de
agarose 1%, onde M: Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1: pPICZaB linear; 2: pPICZaB/gE1;
3: pPICZaB/gE4; 4: pPICZaB/gES; 5: pPICZaB/gE15; 6: pPICZaB/gE17; 7: pPICZaB/gE18.

5.2 Preparo do DNA plasmidial

A quantidade de DNA plasmidial obtida esta mostrada na Figura 9, sendo
possivel visualizar, quando comparado ao padrao de bandas do Lambda Hindlll, que
o DNA encontra-se muito concentrado (=1ug/uL). Sendo assim, a quantidade obtida

¢ suficiente para transformacgao de P. pastoris.
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Figura 9: Extracdo do DNA plasmidial com kit comercial para analise da concentracdo. Eletroforese
em gel de agarose 1%, onde 1: Lambda Hindlll (Fermentas); 2: pPICZaB/gE4; 3: Ladder 1Kb

(Ludwig).

A linearizagdo do vetor pPICZaB/gE4, para posterior insercdo em P.

pastoris, com a enzima de restricdo Sacl foi analisada em gel de agarose (Figura

10).

5000 pb  w—p

Figura 10: Analise da linearizagao do vetor pPICZaB/gE com a enzima de restricdo Sacl. Eletroforese
em gel de agarose 1%, onde 1: Marcador molecular 1Kb (Ludwig); 2: pPICZaB/gE4 nao digerido; 3:
pPICZaB/gE4 linearizado; 4: Lambda Hindlll (Fermentas).
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A analise da extragao e precipitagdo do DNA linearizado se deu através de
eletroforese em gel de agarose. Foi possivel visualizar que a concentragao diminuiu

consideravelmente apds estes passos (Figura 11).

M 1

5000 pb  w—p

Figura 11: Analise da precipitagcdo do DNA para posterior transformagao de P. pastoris. Eletroforese
em gel de agarose 1%, onde M: Marcador molecular Ladder 1Kb (Ludwig); 1: pPICZaB/gE4
linearizado e precipitado.

5.3 Transformacgao de Pichia pastoris

A transformacao de P. pastoris cepa KM71H mostrou-se eficaz, pois, apos o
tempo de incubacao, foi possivel visualizar o crescimento de colbénias isoladas nas
placas contendo zeocina como agente seletivo. Desta forma, as leveduras que nao

continham o plasmideo pPICZaB/gE4 nao seriam capazes de crescer neste meio.

5.4 Triagem das colbénias recombinantes

O dot blot para analise das colénias recombinantes mostrou que houve

reacdo com o pool anti-BoHV e com anti-histidina, sendo este um indicio da

expressao da proteina rgE (Figura 12).
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Figura 12: Avaliagao da expressido da rgE em P. pastoris. Dot blot das colbnias, utilizando como
anticorpo primario pool anti-BoHV e anti-histidina. 1: BoHV cepa EVI-88 (controle positivo do pool
anti-BoHV); 2: LipL32 (controle positivo do anti-histidina); Circulos vermelhos: colbnias escolhidas
para testar a expressao em meio liquido.

Os dot blots realizados ao final dos seis dias de indugdo dos cultivos,
mostraram, mais uma vez, reacao tanto com o pool anti-BoHV (Figura 13) quanto
com a anti-histidina (Figura 14). As amostras do sobrenadante mostraram maior
reacdo do que as do pellet, confirmando a caracteristica deste plasmideo de

secregao da proteina para o meio.
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Figura 13: Analise da expressdo da rgE em meio liquido, através da reagcdo em Dot blot com pool
anti-BoHV como anticorpo primario. D1s: sobrenadantes do dia 1; D2s: sobrenadantes do dia 2; D3s:
sobrenadantes do dia 3; D4s: sobrenadantes do dia 4; D5s: sobrenadantes do dia 5; DB6s:
sobrenadantes do dia 6; D1p: pellets do dia 1; D2p: pellets do dia 2; D3p: pellets do dia 3; D4p: pellets
do dia 4; D5p: pellets do dia 5; D6p: pellets do dia 6. C+: controle positivo — extrato de BoHV-5 cepa

EVI-88.

Figura 14: Analise da expressdo da rgE em meio liquido, através da reacdo em Dot blot com anti-
histidina como anticorpo primario. D1s: sobrenadantes do dia 1; D2s: sobrenadantes do dia 2; D3s:
sobrenadantes do dia 3; D4s: sobrenadantes do dia 4; D5s: sobrenadantes do dia 5; DB6s:
sobrenadantes do dia 6; D1p: pellets do dia 1; D2p: pellets do dia 2; D3p: pellets do dia 3; D4p: pellets
do dia 4; D5p: pellets do dia 5; D6p: pellets do dia 6. C+: controle positivo — proteina LipL32.
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6 Discussao

O presente trabalho descreve a clonagem e expressao da glicoproteina E de
herpesvirus bovino 1 e 5. Esta proteina recombinante € um importante alvo para
produgao de anticorpos monoclonais que poderao ser utilizados no desenvolvimento
de um teste de diagndstico capaz de diferenciar animais vacinados contra BoHV1
e/ou 5 dos naturalmente infectados com estes virus. Desta forma, tornara mais facil
a descoberta precoce da doencga, acarretando em beneficios para os produtores e
para a pecuaria, com o correto diagnéstico dos animais infectados, sendo possivel o
isolamento dos mesmo a fim de ndo contaminar o rebanho, levando a diminuigao
dos prejuizos causados a bovinocultura.

A gE é uma glicoproteina ndo-essencial na replicagao viral in vitro ou in vivo
(KAASHOEK et al., 1995; KAASHOEK et al., 1998) e desta forma, quando deletada
para o desenvolvimento de uma vacina, nao interfere na resposta imune do
hospedeiro. Cepas de BoHV-1/5 com delegao da gE (gE’) ja foram desenvolvidas
(MUYLKENS et al., 2006; FRANCO et al., 2007) e vacinas gE" foram recentemente
testada (CAMPOS et al., 2011; EL-KHOLY et al., 2013), provando que cada vez
estdo mais proximas de serem utilizadas para imunizagdo de rebanhos, tornando
necessaria a utilizagao de testes de diagndsticos diferenciais.

Nos testes de diagndstico convencionais, os antigenos utilizados para a
producdo dos mAbs sao, geralmente, obtidos de um extrato viral total, onde a gE
encontra-se associada a outras glicoproteinas do envelope, comumente (¢l
(complexo gE/gl). Porém, estes ELISAs apresentam baixa especificidade devido a
presenga massiva de anticorpos dirigidos a outras glicoproteinas do envelope que
nao a g (LEHMANN et al., 2004). Além disso, Kaashoek et al., 1995 relataram,
através do desafio destas cepas com um painel de mAbs anti-gE, uma variabilidade
entre a gE de diferentes cepas de BoHV-1. Devido a estes fatos, a expressao da rgE
a partir de um gene sintético desenhado com uma sequéncia consenso obtida
através das sequéncias de gE de BoHV-1 e 5 disponiveis no genbank, pode
representar uma alternativa para frente a esta grande variabilidade genética.

Desta forma, a utilizagdo do modelo biolégico P. pastoris para a produgao de
glicoproteina virais mostrou-se eficaz (DUMMER et al., 2009), devido a capacidade
desta levedura de manter as caracteristicas necessarias para a efetividade da

proteina. Além disso, despende de meio de cultura simples e facil indugao da
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expressao de proteina com metanol (CEREGHINO et al.,, 1999; CREEG et al.,

2000), tornando sua manipulagdo mais acessivel € menos onerosa.

7 Conclusoées e Perspectivas

O gene sintético codificador para g de BoHV1/5 foi clonado com sucesso
no vetor de expressao pPICZaB. Os resultados obtidos evidenciam a expressao da
proteina rgE em sistema eucarioto P. pastoris, porém se faz necessaria a realizagao
de outros testes para a analise da expressao da proteina, sendo o western blot o
proximo passo para a triagem da presenga da proteina rgE.

Apods a confirmacao da expressao da proteina rgE, sua antigenicidade sera
avaliada frente a soros de animais naturalmente infectados com BoHV e animais
vacinados com uma cepa de BoHV gE". Entédo, o experimento sera continuado com
a inoculagcdo de camundongos para produ¢cdo de mAbs para o desenvolvimento de
um ELISA de bloqueio diferencial capaz de diferenciar animais naturalmente

infectados pelo BoHV-1 e/ou 5 ou vacinados contra os mesmos.
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