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1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos
(PRRSV) tem sido associada a perdas econémicas significativas em paises com
suinocultura expressiva (NEUMANN et al., 2005). Infeccdes subclinicas e ocorréncia
de altas taxas de mortalidade tém sido frequentemente observadas em rebanhos
afetados (ZIMMERMAN, 1997). O PRRSV esta classificado na ordem Nidovirales,
familia Arteriviridae, género Arterivirus. E um virus pequeno (50-65nm de diametro);
possui um nucleocapsideo icosaédrico envolto por um envelope lipoprotéico. O
genoma é composto por uma molécula linear de RNA, fita simples e sentido positivo,
com aproximadamente 15.1Kb. Dentre as proteinas estruturais, a proteina do
nucleocapsideo (N) é a mais abundante no virion e tem sido utilizada como antigeno
em testes de diagndstico (MEULENBERG et al., 2000).

Apesar da infeccdo pelo PRRSV ser endémica na grande maioria dos paises
produtores de suinos, a circulacdo viral ndo foi detectada no Brasil (CIACCI-
ZANELLA et al., 2004, 2012). Entretanto, devido a importancia da suinocultura
brasileira no agronegdcio nacional e internacional, € de fundamental importancia o
monitoramento constante dos rebanhos bem como de animais e material genético
introduzidos no pais (DE LIMA; OSORIO, 2007).

Neste sentido, é essencial a ado¢do de medidas que evitem a introducao do
agente em areas ou paises livres bem como o desenvolvimento de técnicas de
diagndstico da infeccdo. Testes comerciais do tipo ELISA tém sido amplamente
utilizados para o diagndstico sorologico da infeccdo pelo PRRSV em diversos
paises. No entanto, o alto custo e os tramites de importacdo, muitas vezes,
impossibilitam a sua ampla utilizagdo no monitoramento soroldgico dos rebanhos
(DE LIMA; OSORIO, 2007).

Este trabalho teve como objetivo a expressado e caracterizagcdo da proteina N
do PRRSV e sua utilizagdo como antigeno recombinante em teste de ELISA indireto.
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2. MATERIAL E METODOS

Clonagem e selecédo dos clones recombinantes

Para a amplificacdo do gene codificante da proteina N do PRRSV, foram
desenhados primers com base na sequéncia de nucleotideos da cepa NVSL 97-
7895 (GenBank: AY545985). O gene da proteina N do PRRSV foi amplificado a
partir do plasmideo EPpBR que contém o cDNA dos genes que codificam as
proteinas estruturais do PRRSV. O produto da PCR foi entdo purificado através do
kit comercial (Charge Switch PCR Clean-up — Invitrogen) e digerido com as enzimas
BamHI e EcoRI. Posteriormente, o amplicon foi clonado direcionalmente no vetor de
expressao pAE, e o plasmideo recombinante (pAE-N) foi entdo transformado em
células competentes (E. coli TOP10) pela técnica de choque térmico.

A selecdo dos clones recombinantes foi realizada pela extracdo de DNA
plasmidial a partir das colonias obtidas, seguido de andlise em gel de agarose.
Adicionalmente, a presenca dos clones recombinantes foi confirmada por
sequenciamento gendmico bidirecional.

Expressao, caracterizacao e purificacdo da proteina N recombinante

O clone recombinante selecionado foi transformado em células E.coli
BL21(DE3) e as células foram mantidas sob agitacdo a 37°C. A inducdo da
expressado foi realizada com 2mM de isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG),
por 3 horas. O pellet e sobrenadante das culturas obtidas foram tratados com
tampéo de lise e analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% apds
coloracdo com Comassie Blue. A identidade da proteina recombinante produzida foi
confirmada por western blot utilizando o anticorpo monoclonal (SDOW17) e soro
policlonal de animais experimentalmente infectados.

Para a purificagéo, o extrato celular foi inicialmente produzido em larga escala
e submetido a lise celular com N-Lauroylsarcosine 0,2%, apds prévios ciclos de
centrifugacdes e sonicacdo, e mantido sob agitacdo a 4°C durante 48 horas. Apés
analise por SDS-PAGE, as fracbes contendo a proteina recombinante foram
purificadas no equipamento AKTA Prime (GE Healthcare) utilizando a coluna
cromatografica de afinidade HisTrap FF (GE Healthcare), conforme recomendacdes
do fabricante. As aliquotas purificadas e dialisadas foram quantificadas através da
curva padréo de BSA (Bovine Serum Albumin).

ELISA indireto

A proteina recombinante purificada (rUSprotN) foi avaliada como antigeno na
padronizacao de um teste de ELISA indireto para deteccéo de anticorpos especificos
contra 0 PRRSV. Resumidamente, placas de poliestireno (Corning Costar®) foram
previamente sensibilizadas com o antigeno recombinante seguidas de bloqueio por
2 horas com leite desnatado a 10%. Apdés incubacgéo por 1 hora com soros controle
positivo e negativo as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-T20 e incubadas
por mais 45 minutos com o conjugado(Anti-Pig 1IgG HRPO). ApOs nova etapa de
lavagem o substrato TMB (tetramethylbenzidine) foi adicionado por 10 minutos e a
leitura realizada a 450nm.

As concentracdes Otimas do antigeno recombinante e dos soros teste foram
determinadas pelo método checkerboard. Como controle positivo foi usado soros de
animais experimentalmente infectados pelo PRRSV (gentilmente cedidos pelo prof.
Fernando Osorio — UNL, EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecédo do plasmideo recombinante (pAE-N) foi inicialmente realizada pela
observacdo da diferenca de massa molecular em relacdo ao vetor sem o inserto
(PAE) apos eletroforese em gel de agarose. O sequenciamento bidirecional do clone
recombinante confirmou a orientacdo do gene de interesse bem como a auséncia de
mutacdes.

Os resultados demonstraram ainda uma expressdo consistente da proteina
recombinante com peso molecular de aproximadamente 14 KDa que foi confirmada
por western blot pelo uso de um anticorpo monoclonal especifico (SDOW17) contra
a proteina N e também pelo soro policlonal de suinos experimentalmente infectados
com o PRRSV. Cabe ainda ressaltar que a estratégia da expressdo da proteina N
recombinante fusionada com uma cauda de histidina (6XHis-tag) foi adequada e
permitiu a purificagdo no sistema proposto.

Apoés a determinacdo de concentracdes 6timas do antigeno (5ug/mL) e dos
soros teste (1:80), resultados preliminares demonstram que a proteina N do PRRSV
produzida em E. coli é adequada para uso como antigeno recombinante em teste de
ELISA indireto conforme demonstrado pela diferenca entre os valores de densidade
Otica obtidos com o uso de soros controles positivos e negativos. Atualmente, os
esforcos estao direcionados na otimizagéo e validacao do teste. A validacao do teste
sorologico, utilizando a proteina recombinante produzida, representa uma
ferramenta importante para o diagnéstico e vigilancia da infeccdo pelo PRRSV no
Brasil.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a proteina N de uma cepa norte-americana do
PRRSV foi produzida em altos niveis em E.coli sendo adequada para utilizacédo
como antigeno recombinante em teste de ELISA indireto.
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