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RESUMO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é uma importante lentivirose em equideos,
caracterizada por causar um quadro cronico e degenerativo, trazendo muitos prejuizos
econdmicos. Considera-se que animais expostos aos virus e submetidos a prova soroldgica,
quando considerados positivos, assim permanecerdo por toda vida, fato que justifica a
grande preocupacao e vigilancia da doenca. Neste trabalho objetivou-se utilizar células da
levedura Pichia pastoris para producdo da proteina p26 da regido gag do virus da anemia
infecciosa equina (VAIE) para fins de diagndstico. O gene da proteina p26 do VAIE foi
sintetizado e otimizado por meio da utilizacdo de codons preferenciais para ser expresso
em célula da levedura Pichia pastoris. O inserto foi subclonado em vetor de expressdo
pPICZoA apo6s digestdo enzimatica apropriada. Celulas de P. pastoris transformadas com a
constru¢do pPICZaAp26 foram induzidas a expressarem a proteina recombinante p26 sob
regulacdo do promotor AOX1 através da adicdo de metanol ao meio de cultura. A andlise
quanto a producdo da proteina recombinante e sua identificacdo foram realizadas através

de RT-PCR e Dot blotting utilizando anticorpo anti-His.

Palavras-chave: Pichia pastoris,VAIE, expressdo, p26.



ABSTRACT

Equine Infectious Anemia (EIA) is an important lentivirose in horses, characterized by a
chronic and degenerative profile, causing many economic losses. It is considered that
animals exposed to the virus and underwent serological evidence, when considered
positive, remain so throughout life, which justifies the great concern and disease
surveillance. The aim of this study was to use Pichia pastoris yeast cells for protein
production of p26 gag region of Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) for diagnostic
purposes. The p26 gene of EIAV was optimized through the codon usage strategy to be
expressed in cells of the Pichia pastoris yeast. The insert was cloned into pPICZaA
expression vector after appropriate enzymatic digestion. P. pastoris transformed with the
construction pPICZaAp26 were induced to express the p26 recombinant protein under the
regulation of AOX1 promoter by adding methanol to the culture medium. The p26
recombinant protein was identified by RT-PCR and Dot blotting assay using anti-His
antibody. Further studies are needed to optimize bioprocesses involved in this system in

order to obtain a stable, purified and useful antigen for diagnostic purposes.

Key-words: Pichia pastoris, EIAV, expression, p26.
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1. INTRODUCAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) é causada por um lentivirus macrofago-tropico da
familia Retroviridae que causa infecgdo persistente, potencialmente fatal em equideos. A
AIE é reconhecida como a virose de maior importancia em equinos no mundo, por tratar-se
de uma doenca cronica e amplamente disseminada. A doenca caracteriza-se por apresentar
um quadro clinico degenerativo, de longa incubacéo, ndo existindo vacina ou tratamento
eficiente.

Esta enfermidade € considerada um obstdculo para o desenvolvimento da
equideocultura, capaz de causar grandes prejuizos. Considera-se que animais expostos aos
virus submetidos a prova soroldgica para a detec¢do de anticorpos contra antigenos do
agente, quando considerados positivos, assim permanecerdo por toda vida, fato que
justifica a grande preocupacéo e vigilancia da doenca.

A proteina p26 presente no capsideo do virus da anemia infecciosa equina (VAIE) é
sob o ponto de vista quantitativo, a principal proteina do core viral, representando cerca de
40% do total das proteinas produzidas. Ela é altamente conservada entre as diferentes
amostras virais avaliadas. Ensaios imunoenziméaticos com soros infectados com VAIE
demonstram que a proteina p26 recombinante pode ser extremamente Gtil para fins de
diagnostico.

O sistema de producdo de proteinas heterélogas em que se utilizam células de
leveduras apresenta uma Otima relacdo custo-beneficio quando comparado aos demais
sistemas de expressdo utilizados na atualidade. A levedura metilotréfica Pichia pastoris
emergiu como um sistema eficiente e vem sendo amplamente utilizada na producdo de
diferentes tipos de proteinas recombinantes. Com esta técnica é possivel combinar as
principais vantagens dos dois sistemas mais utilizados: o sistema de expressédo em células
de mamiferos, que possui a indispensavel capacidade em realizar as modificacfes pos-
traducionais; e o sistema de expressao em procariotos, caracterizado por grande viabilidade
econdmica.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiram medidas
sanitarias obrigatdrias para combater a AIE em todo territorio nacional, que incluem o
diagnostico oficial, pela imunodifusdo em gel de agar (IDGA), sacrificio ou isolamento dos
animais positivos e exigéncia do certificado negativo para trénsito interestadual e

concentracdes de equideos. Evidencia-se, portanto, a necessidade do desenvolvimento e
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aprimoramento de técnicas diagndsticas que contribuam com as medidas de controle da
doenca no pais, bem como com a prevencdo de sua disseminagdo nos rebanhos. Neste
sentido, a finalidade deste trabalho foi expressar a proteina p26 da regido gag do VAIE
através do sistema de producdo de proteinas heterélogas utilizando células de leveduras

Pichia pastoris, para fins diagndsticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A indUstria do cavalo

O rebanho equino mundial corresponde a 75 milhGes de cabecas, sendo a maior parte
pertencente a China com cerca de 10 milhdes de animais (AAHSA, 2010). O Brasil fica
em quarta posi¢do, depois dos EUA e México, com aproximadamente 6 milhdes de
equinos. As primeiras criacGes de equideos no Brasil datam do século XVI. Dados recentes
estimam a populacdo brasileira de equideos em mais de 8 milhdes, sendo 1,3 de muares 1,2
de asininos e 5,8 milhdes de equinos (CNA, 2009). A populacdo equidea no Nordeste é de
cerca de 40% da nacional (IBGE, 2007).

O complexo agronegdcio do cavalo, que inclui atividades ‘“‘antes, dentro e fora da
porteira”, é responsavel pela movimentagdo anual de R$ 7,5 bilhdes e geragéo de 642 mil
empregos diretos, segundo a Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA). As
atividades denominadas “antes da porteira” contemplam agentes que fornecem insumos,
produtos e servigcos para a criacdo e 0 uso de cavalos. “Atividades dentro da porteira”
dizem respeito a agentes que, diretamente, utilizam o cavalo em suas atividades. Agentes
que encerram o ciclo do cavalo s3o denominados “atividades fora da porteira”, neste
contexto, as empresas leiloeiras e o mercado internacional merecem destaque. As
exportacdes desta atividade em 2009 totalizaram US$ 27,4 milhdes, receita superior a de
produtos como café torrado e cachaca (CNA, 2010).

O Brasil é o terceiro maior exportador de carne de cavalo para a Unido Européia,
ficando atras apenas do Canada e Argentina. Os principais paises importadores sdo
Belgica, Holanda, Italia e Japdo (CNA, 2009; FAO, 2009). Abate-se cerca de 200 mil
equideos por ano, em sete abatedouros distribuidos nos estados de PR, RS e MG (CNA,
2009). Em relacdo a exportacdo de animais vivos, o Brasil ndo tem muita participacdo no

mercado, ocupando a 312 (0,11%) posi¢do no ranking mundial. Os maiores exportadores
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sdo EUA, seguido de Reino Unido e Emirados Arabes que juntos somam mais da metade
(53,68%) do mercado (FAO, 2009). Os principais paises compradores de nossos animais
sdo EUA, Angola e Uruguai. E os estados que mais exportam sdo SP, RJ e RS (CNA,
2010).

Recentemente o bloco europeu passou a exigir rastreabilidade e maior controle dos
medicamentos dados aos equinos nos seis meses antes do abate. O Brasil vem
demonstrando habilidade no cumprimento das exigéncias internacionais adequando-se
rapidamente. Além disso, até julho deste ano serdo necessarias modificacdes nos sete
abatedouros habilitados pelo Ministério da Agricultura. Apesar da aprovacao européia as
mudancgas ja realizadas, rastrear as exportacdes de cavalos no Brasil ainda é tarefa muito
dificil, pelo fato de ndo existir uma criacdo comercial, pois a maior parte da carne vendida
¢ proveniente de animais descartados do uso diario das fazendas (CNA, 2009).

Outras atividades ndo relacionadas diretamente com a Industria do Cavalo, mas que
geram muitos empregos e movimentam a economia do setor sdo: produgdo de insumos e
acessoOrios para pastagens, moda country, equipamentos para atrelagem, servicos de
Medicina Veterinaria, construcdes para manejo animal e pratica de esportes, tecnologias e
produtos para estabulos, equipamentos e acessérios para equitacdo, acessorios para
esportes equestres, equipamentos e servicos para eventos, softwares para manejo de
equinos (CNA, 2009).

O estimulo a promocdo do agronegdcio cavalo no exterior, divulgacdo de linhas de
crédito existentes nos bancos para alavancar a atividade, qualificacdo profissional de méo-
de-obra e fortalecimento da representatividade do setor sdo algumas das principais
demandas requeridas. A disponibilidade de recursos adicionais para programas de sanidade
animal e investimentos em pesquisa e tecnologia pode facilitar a certificacdo dos rebanhos
como negativos para diversas doengas, inclusive a AIE. Este fato permite uma maior
obtencdo de animais de qualidade, estado sanitario adequado e alto valor agregado o que
leva ao atendimento das exigéncias internacionais para o comércio. A comercializacao,
especialmente internacional, de animais de interesse econdmico geralmente requer a
certificacdo de que esses animais séo livres de infecces persistentes ou latentes, como a
infeccdo pelo VAIE. Por esta razdo as técnicas de diagnostico devem estar em continuo
aperfeicoamento, no intuito de atender as exigéncias do mercado (ORSOLINI; LIMA,
2005; CNA, 2009)

O impacto econémico causado pela dificuldade de certificacdo é bastante expressivo, a

exemplo do que ocorreu com o cavalo Pantaneiro. Esses animais foram introduzidos no
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Pantanal pelos colonizadores. As condi¢cdes ambientais encontradas eram propicias para
sua multiplicagdo. Como consequéncia dos processos adaptativos e da sele¢do natural por
mais de dois séculos e com pouca ou nenhuma interferéncia antrdpica, surgiu um tipo
adaptado ao meio. Com o desenvolvimento da pecuaria na regido, o cavalo Pantaneiro
constituiu-se num fator de importancia econémica e social, tornando-se imprescindivel em
trabalhos de manejo do gado e no transporte regional. No final do século XIX a raga entrou
em declinio principalmente devido a doenca conhecida como Peste das Cadeiras, AIE e

cruzamentos indiscriminados com outras racas (SANTOS et al., 1995).

2.2 - Historico da AIE

Durante muitos anos os retrovirus foram conhecidos como causadores de tumores em
animais. Na década de setenta, dois tipos virais foram identificados como causadores de
linfomas linfociticos de células T em humanos. Entretanto, somente na década de oitenta
este grupo viral adquiriu proeminéncia e notoriedade, quando foi identificado um terceiro
tipo viral capaz de provocar a sindrome da imunodeficiéncia adquira. Atualmente, a AIE ¢
reconhecida como a principal virose dos equideos no Brasil e vem sendo utilizada como
modelo de estudo para o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (KONEMAN, 2008).

O VAIE foi um dos primeiros virus animais a ser identificado, ocorrido no inicio do
século 20 por Valle e Carré (1904), apesar da doenca ja ter sido descrita anteriormente na
Franca (LIGNEE, 1843 apud MONTELARO et al., 1993). Na década de sessenta o VAIE
foi cultivado, “in vitro”, pela primeira vez (CLEMENTES; ZINK, 1996).

Nas Américas, a enfermidade foi diagnosticada primeiramente em 1881, em Manitoba,
Canada (BYRNE, 1960). Na América do Sul, década de sessenta, a doenca foi
diagnosticada na VVenezuela e Argentina (SAXER, 1960; MONTEVERDE, 1964).

Em territorio brasileiro, esta virose foi descrita pela primeira vez por Dupont et al.
(1968) no extinto Estado da Guanabara, mas no mesmo periodo a doenga foi diagnosticada
por Silva et al. (1968) em animais do Clube Hipico Fluminense e em um animal da
cavalaria da Policia Militar na cidade do Rio de Janeiro. Neste mesmo ano Guerreiro et al.
também descreveram o primeiro caso no Estado do Rio Grande do Sul. Em Minas Gerais,
0 primeiro caso foi diagnosticado neste mesmo ano, em um cavalo da Vila Hipica de Belo
Horizonte. Mas, somente trés anos depois, a partir de exames clinicos, anatomo-

histopatoldgicos, laboratoriais e infeccdo experimental em animal sadio, o resultado foi
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publicado, citando também a comprovacao de mais 18 casos em equideos do Joquei Clube
de Minas Gerais (BATISTA JUNIOR e FONSCECA, 1971).

2.3 — Genoma viral

O genoma de VAIE é constituido por duas fitas de RNA ndo complementares de
apenas 8.2 Kb (Fig.1). Seu nucleo tem forma conica e a simetria capsidial é icosaedrica
(CLEMENTS, 1996) (Fig. 2). Em sua face externa, possui envelope lipidico derivado da
membrana plasmatica de células do hospedeiro, proveniente da maturagdo e brotamento da
particula viral (RIET-CORREA, 2007).

Figura 1. llustracdo esquematica de um virion do Virus da Anemia Infecciosa Equina mostrando seus
componentes. RNA: duas fitas ndo complementares de 8.2 Kb; NC: proteina de nucleo capsideo; CA:
capsideo; MA: matriz; IN: integrase; RT: transcriptase reversa; PR: protease; TM: glicoproteina
transmembrana; SU: glicoproteina de superficie, ENV: envelope. Fonte: adaptado de Flores, 2007.

Seu RNA além de pequeno € geneticamente simples, composto por trés genes
codificantes para proteinas estruturais e ndo estruturais (gag, pol e env) e por trés fases
abertas de leitura que codificam proteinas de regulacdo do VAIE (tat, rev e S2) (Fig. 3). A
montagem das proteinas gag € essencial no ciclo de replicagdo do virus, pois estd
relacionada a fase de brotamento das novas particulas virais na célula hospedeira (Fig. 4).
A poliproteina precursora Pr55gag de 55 Kilodaltons (KDa) é clivada pela protease viral
do virion maduro, em quatro principais proteinas estruturais internas nao glicosiladas: p15
(transmembrana), p26 (capsideo), p11 e p9 (nucleocapsideo). A Pr 55 codifica unidades de
montagem e brotamento do virus, enquanto as pequenas regides de transcri¢do tardia
codificam proteinas que medeiam a capacidade daquelas estruturas protéicas se ligarem a
membrana celular e induzir a etapa final de segregacéo e fixacdo da particula viral nascente
(STEPHENS et al., 1986; HUSSAIN et al.; 1988) (Fig. 5).



Figura 2. Simetria capsidial de lentivirus. (A) ME (microscopia eletrbnica) de isolado de VAIE, a
maior dimensdo do capsideo é cerca de 100 nm (Roberts e Oroszlan; 1989; Roberts et al., 1991). Um
modelo simples papel para o nicleo capsideo baseado na simetria icosaédrica. (B) Um simples modelo
de papel baseada na simetria icosaédrica do capsideo, similaridade com arranjos hexagonais da foto em

ME. Fonte: adaptada de Jin et al. (1999).
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A clivagem do precursor Pr180 gag/pol produz o gene pol que codifica proteinas com

diversas atividades enzimaticas incluindo a transcriptase reversa (p66), uma protease viral

(p12) para o processamento das proteinas, uma dUTPase (p15) essencial para replicacdo do

VAIE em macréfagos (células naturais de expressdo e replicacdo), e uma integrase. A

organizacdo geral do gene env é semelhante ao descrito para outros retrovirus onde séo

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

montam a estrutura antigénica do VAIE (LEROUX et al., 2004).
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Figura 3. Representa¢do linear da organizagdo do genoma de VAIE. LTR: Long terminal repeat;

MA: matriz; CA: capsideo; NC: nucleocapsideo; PR: protease; RT: transcriptase reversa; DU:
dUTPase; IN: integrase; SU: superficie; TM: transmembrana. Fonte: adaptada de Leroux et al.

(2004).

O genoma de VAIE possui ainda sequéncias de repeticdes terminais longas

denominadas LTR, responsaveis pela regulacdo da transcri¢do viral, poliadenilacdo do
RNA viral e tropismo celular (MAURY et al., 1998). Elas sdo constituidas de trés

segmentos denominados U3 (3’ end, unico), R (repetido) e U5 (5°, end, Unico) e servem

também como um sitio inicial de transcricao.
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Os promotores lentivirais sao regulados pelo DNA de ligagdo celular que interage com
motivos especificos sobre as LTRs. O promotor do VAIE é regulado positivamente por um
elemento rico em purina 1 (PU1) (CARVALHO et al., 1993). A expressdo de PU1 ¢
normalmente restrita ao sistema hematopoiético é absolutamente necessario para a geracao
de linfocitos B e macrofagos, destino natural da infec¢do pelo VAIE (LLOBERAS et al.,
1999).

2.4 — Mecanismos virais e variabilidade genética

Embora o VAIE tenha sido caracterizado ha mais de 150 anos, pouco se sabe sobre seu
mecanismo de entrada nas células. “In vivo”, o VAIE ¢ preferencialmente macrofago-
tropico, no entanto, em cultura de tecidos o virus mostra capacidade para se adaptar e
infectar outros tipos de células, incluindo células endoteliais e fibroblastos, a partir ndo so
da espécie equina, mas também de origens felina e canina (OAKS et al., 1998; NGUYEN e
HILDRETH, 2000).

Figura 4. Micrografia eletrdnica de varredura de linfocitos T humanos com particulas lentivirais
brotando (indicado) de sua superficie. Fonte: adaptado de Koneman, 2008.

A adaptacéo e o tropismo do virus estdo associados com alteragcdes no envelope e no
LTR. Sugere-se que essas regides do genoma influenciam o tropismo celular e a viruléncia,
além disso, altos niveis de variacdo genética tém sido bem documentados em ambas as
regides gendmicas. Em uma nova geracéo viral foi encontrado um novo motivo de fator de
transcricdo dentro do um reforcador que foi associado com sua adaptacdo as células
endoteliais e fibroblastos. Um LTR que continha o novo motivo teve um aumento na
atividade transcricional em fibroblastos, enquanto o novo sitio ndo alterou a atividade de
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LTR em uma linhagem celular de macréfagos. Portanto, a sele¢do para variantes genéticas
que produzam nova LTR podem ser uma consequéncia de pressdes seletivas de células
especificas. (MAURY et al., 2005).
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Figura 5. Ciclo retroviral. Representacdo esquemdtica do ciclo viral de VAIE nas células
hospedeiras. Fonte: adaptado de Leroux et al., (2004).

Estudos recentes mostram que a entrada de virus tipo selvagem da AIE em células,
requer um baixo pH, esta restricdo implica endocitose e a entrada do virus. Das diversas
cepas virais analisadas, observou-se que tanto as macrofagos-tropicos quanto as cepas
adaptadas a cultura “in vitro”, utilizam fossas recobertas por clatrina para a entrada. Em
contraposicédo existe uma linhagem superinfectante independente de pH, onde a entrada do
virus é mediada por fusdo de membrana (MELINDA et al., 2009).

A infecgdo pelo virus envelopado € iniciada pela ligagdo da glicoproteina viral gp90 ao
seu receptor celular. Interagbes com receptores lentivirais celulares equinos 1 (ELR1) tem
demonstrado serem as responsaveis pela interiorizacdo. O evento de ligagcdo desencadeia a
fusdo da membrana viral a membrana plasmaética e a partir dai a internalizacéo do virus em
um endossomo. Para 0s virus que sdo endocitados, eventos endossomais subsequentes

levam a fusdo da membrana viral com a vesicula, liberando particula do ndcleo para o
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citoplasma. As células utilizam varios mecanismos de endocitose para pegar os nutrientes
de seu ambiente, e 0 virus usurpa estes mecanismos de internalizacdo (ZHANG et al.,
2005).

Existem varias vias de endocitose definidas como: endocitose mediada por clatrina,
endocitose mediada por cavéolas, macropinocitose, entre outras (MARSH e HELENIUS,
2006). Muitas destas vias de trafego ocorrem através de compartimentos acidos. Os Virus
podem tirar vantagem da diminuicdo do pH para estimular eventos que desencadeiam a
fusdo da membrana (SKEHEL e WILEY, 2000; BARNARD e YOUNG, 2003;
BRINDLEY e MAURY, 2005). Evidéncias indicam que as condi¢des de pH baixo séo
necessarios para alterar a conformacdo da glicoproteina viral de superficie e assim,
remover o0 seu impedimento estérico da fusdo de células-virus (SKEHEL e WILEY, 2000).
Dentro da familia dos retrovirus, o mecanismo de entrada baixo pH-dependente pode ser
mais comumente usado que a de fuséo direta com a membrana plasmatica (MELINDA et
al., 2009).

Apds a entrada do virus na célula, inicia-se uma segunda fase envolvendo a sintese e 0
processamento de mRNASs e proteinas virais. Nas duas fases o virus se utiliza da
maquinaria celular de transcricdo e processamento de mRNAs. Dentro da célula o virus é
parcialmente desnudo e o RNA viral é copiado pela transcriptase reversa viral gerando
uma fita dupla do DNA do genoma viral. O DNA proviral é entdo integrado ao genoma
celular dos macréfagos pelas por¢des terminais dos LTRs mediado pela integrase viral. A
transcricao viral passa a ser dependente da presenca de fatores de transcricédo especificos, o

que pode estar relacionado ao tropismo do virus (FLORES, 2007) (Fig.6).
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Figura 6. Representacdo esquematica do ciclo do virus da anemia infecciosa equina (VAIE), em
suas células-alvo. O DNA proviral é integrado ao genoma celular dos macréfagos pelas porcdes
terminais dos LTRs mediado pela integrase viral. Fonte: adaptado de Pinheiro, 2001.
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Alteracdes nas sequencias terminais repetidas longas e no envelope estdo associadas
tanto a viruléncia alterada quanto ao tropismo celular (CARPENTER; CHESEBRO 1989;
PAYNE et al., 2004; MAURY et al., 2005). Estes ultimos achados indicam que cepas
superinfectantes ndo exigem a mesma via endocitica utilizada peloVAIE do tipo selvagem
e sugere que a variante viral é capaz de se fundir com a membrana plasmatica das células-
alvo. Os diferentes caminhos pelos quais cepas superinfectantes utilizam nas diversas
linhagens celulares estudadas sugerem a intrigante possibilidade de que estes virus podem
utilizar diferentes receptores nos diversos tipos celulares (MELINDA et al., 2009).

As altas taxas de mutagcdo podem estar relacionadas a um falho sistema de reparo onde
erros cometidos pela enzima transcriptase reversa, que possui baixa atividade de correcao
de leitura 3’- 5° (“proofreading activity”’), determina a ocorréncia de mutagfes pontuais, na
ordem de aproximadamente uma substituicdo a cada 104 bases (PIQUE et al., 1990,
MANSKY e TEMIN, 1994; COFFIN et al., 1997). Além disso, o0 genoma dos Retrovirus
esta sujeito a altas taxas de rearranjos intragénicos, recombinacdes, delecdes, duplicagoes,
inversdes ou uma combinacdo desses eventos (HU e TEMIN, 1990; ZHANG e TEMIN,
1993; COFFIN, 1996; WILLEMS et al., 2000).

2.5 - Infeccdo e fases da doenga

A infeccdo de mondcitos com VAIE resulta em uma infeccdo ndo produtiva e a
diferenciacdo de mondcitos infectados em macrofagos € necessaria para ativar a replicacao
viral (MAURY et al., 1994; SELLON et al., 1996). Assim, os mondcitos infectados podem
servir como agentes disseminadores da infeccdo, sem que o0 sistema imune seja ativado
(CLEMENTES e ZINK, et al., 1996). A identificacdo do VAIE em células endoteliais
macrovasculares, sugere que este tipo celular também sirva de reservatorio viral em
portadores inaparentes (MAURY, et al., 1998). Durante os episodios febris o VAIE se
replica predominantemente nos macréfagos maduros no baco, figado, linfonodo, pulmdes,
rins e na glandula adrenal (SELLON et al. 1994; SELLON et al., 1996).

Os sinais clinicos da AIE sdo variaveis e irdo depender da dose e da viruléncia da
amostra infectante, e ainda da susceptibilidade individual do hospedeiro (SELLON, 1993).
O VAIE é o unico, no grupo dos lentivirus, que provoca febre aguda inicial, entre 40 e
41°C, associada a viremia, seguida por ciclos recorrentes da doenca e periodo
assintomatico prolongado (COOK et al., 1996). Inicialmente os sintomas sdo brandos e
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podem passar despercebidos. A doenga se manifesta clinicamente de diferentes formas,
sendo possivel a reversdo de uma forma a outra, a qualquer instante (SELLON, 1994).

E uma infeccdo persistente caracterizada por episodios periddicos de febre, apatia,
hemorragias (MCCLURE et al.,, 1982), trombocitopenia (CRAWFORD et al., 1996),
leucopenia, supressdo transitoria da resposta imunoldgica (NEWMAN et al., 1991) e
aumentos significativos nos niveis de cobre e de enzimas hepéaticas (PALOMBA et al.,
1976). Distarbios hematoldgicos sdo facilmente identificados através de sinais como
palidez de mucosas, hemorragias petequiais, ictericia e edema nas regides inferiores do
corpo (COOK et al., 1996). Distlrbios neuroldgicos e lesdes do sistema nervoso central
tém sido associados a doenca, podendo ser observados através de sinais clinicos como
perda de peso, depressao, desorientacdo e andar em circulos (MCCLURE et al., 1982).

Na forma aguda da doenca, os animais jovens podem apresentar febre, anorexia, forte
prostracdo e andar cambaleante, que pode evoluir & morte entre 10 e 30 dias apds o inicio
dos sintomas (COOK et al., 1996). No comeco desta fase, 0s niveis de anticorpos séricos
ndo sdo detectaveis no teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), o que ocorre em
média a partir de 45 dias pos-infeccdo. Resultados negativos nos exames soroldgicos estao
associados a auséncia ou baixo titulo de anticorpos especificos (COGGINS et al., 1972). A
trombocitopenia associada a febre, que geralmente precede o surgimento de anticorpos
detectaveis, caracteriza bem esta fase. Apds o desaparecimento dos sintomas iniciais da
doenca, a maioria dos animais progride para a fase cronica (CRAWFORD et al., 1978).

Durante a fase cronica o titulo do VAIE néo é estavel, porém, € alto durante os picos
febris. Cada episodio de viremia recorrente tem duracdo média de trés a cinco dias, e 0
intervalo dos ciclos da doenca € irregular podendo ser de semanas a meses. A frequéncia e
a gravidade dos episodios geralmente declinam com o tempo e terminam no primeiro ano.
Apbs cerca de oito episodios clinicos, o estagio cronico da AIE termina. Neste periodo, a
maioria dos animais torna-se assintomaticos, caracteristica especifica do VAIE, diferente
das demais lentiviroses (ISSEL e COGGINS, 1979).

Cavalos que estiveram assintomaticos por alguns meses ou anos podem apresentar
episddios de febre apds o tratamento com drogas imunossupressivas (KONO et al., 1976).
A maior parte dos animais infectados nunca demonstra os sinais clinicos, passando ao
estagio de portador inaparente, sem passar pelas fases aguda e crénica da doenca (ISSEL e
COGGINS, 1979).

Achados clinico-patoldgicos e laboratoriais em muares, mostram que estes individuos

produzem sinais clinicos semelhantes ou mais brandos que o0s observados em equinos
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(SPYROU et al., 2003). Os asininos, apesar de serem susceptiveis ao VAIE, podem
apresentar niveis de viremia bem baixos, 0 que poderia explicar o fato de ndo

demonstrarem usualmente, os sinais clinicos da doenga (COOK et al., 2001).

2.6 - Resposta imunologica

Os primeiros anticorpos que aparecem no sangue dos animais infectados séo contra a
glicoproteina gp90 (anti-gp90), e séo detectados aos 7-10 dias pos-infeccdo (d.p.i.), até
atingir um pico de concentracdo aos 90 dias (HAMMOND et al., 2000). Esta glicoproteina
é submetida a uma rapida evolugdo durante o curso da doenca, fato que pode estar
relacionado a natureza periddica da doenca, onde a producdo sequencial e liberacdo de
novas cepas antigénicas do virus promovem o escape temporario do agente viral frente a
atuacdo do sistema imunolégico (COLE et al., 1997).

O segundo grupo de anticorpos detectaveis é especifico para a proteina p26 (principal
proteina do core viral), e sdo observados aos 10 -14 d.p.i., atingindo um pico de
concentracdo rapidamente, mas com valores inferiores aos observados para gp90
(MONTELARO et al., 1993).

As infecgBes pelo VAIE resultam em altos titulos de viremia em trés semanas apés a
infeccdo. Diversos estudos sugerem que respostas celulares e humorais especificas séo
necessarias para o término da viremia inicial, e a replicacdo viral é reduzida a baixos niveis
em animais que evoluem do estagio cronico para inaparentes (SANTOS, 2006).

O desaparecimento da viremia plasmatica inicial coincide com a emergéncia de
linfocitos T citotoxicos (CD8+) especificos para o VAIE e anticorpos ndo neutralizantes
(PERRYMAN et al., 1988; MCGUIRE et al., 1994). Assim como ocorrido nos casos de
infeccdo por HIV e SIV dos primatas, a evolugéo viral no gene env ajuda o VAIE a escapar
dos linfocitos T citotoxicos e dos anticorpos especificos (CARPENTER et al., 1987;
MEALEY et al., 2003).

Anticorpos neutralizantes, que séo capazes de bloquear o estrato infectante, usualmente
emergem somente depois de 2 ou 3 meses pos-infeccdo, sugerindo que esses anticorpos
ndo sdo os responsaveis pelo término do episddio agudo inicial. A recrudescéncia da
doenca esta associada com a emergéncia de variantes que escapam dos anticorpos
neutralizantes (KONO et al., 1973; MONTELARO et al., 1984; LEROUX et al., 1997,
LEROUX et al.,, 2001). Durante o curso da infeccdo, o hospedeiro desenvolve uma

resposta imune efetiva e duradoura, capaz de manter a replicacdo viral abaixo do limiar
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para a inducéo da doenca, fato que contribui para a manutengdo da AIE em fase inaparente
(HAMMOND et al., 2000).

O fenbmeno de variacdo antigénica em lentivirus € comumente descrita. Estudos
mostram que existem variadas cepas identificadas a partir de diferentes regides geogréaficas
em todo mundo e que viremias recorrentes durante a AIE cronica, resultam de uma
evolugéo sequencial e da sele¢do imune de variantes antigénicas do VAIE, que séo capazes
temporariamente de burlar o estabelecimento da resposta imune (KONO et al., 1973;
CARPENTER et al., 1987; PAYNE et al., 1987). Distintos estratos antigénicos do virus
predominam durante cada ciclo da doenca. Descreve-se que pode haver mudancas
completas do estrato predominante, dentro de apenas duas semanas (PAYNE et al., 1987).

2.7 - Patologia

A natureza das lesGes encontradas durante a necropsia depende do tipo clinico da
doenca e da sua duracdo. Um animal que morre logo apds varias exacerbacOes
caracteristicas da moléstia cronica, exibe alteracbes teciduais diferentes, em comparacao
com outro animal que morreu em seguida a um so episodio agudo (JONES, 2000). De
maneira geral, a analise necroscépica revela lesdes em diversos 6rgdos como coracao,
figado, baco, linfonodos, rim e medula 6ssea. Os principais achados macroscopicos sdo
edema subcutaneo, ictericia, tumefacdo de 6rgdo parenquimatosos, hemorragias petequiais
ou equimoses das membranas serosas, hipertrofia ventricular, palidez e flacidez do
miocardio (TRAUB-DARGATZ, 1993).

A anemia é caracteristicamente normocitica e normocromica, resultante de uma
combinacdo de hemdlise, eritrofagocitose e de uma reducdo na producdo de eritrécitos. Na
histologia observa-se hemossiderose do figado, baco, linfonodos, vasculite, com infiltracéo
de celulas mononucleares em diversos 0rgaos, e glomerulonefrite proliferativa, por conta
do acimulo de imunocomplexos no glomérulo (TRAUB-DARGATZ, 1993; JONES,
2000).

2.8 — Epidemiologia

A AIE é uma enfermidade de morbidade e mortalidade variaveis, pois fatores como
condi¢Bes ecoldgico-ambientais, populacdo de insetos hematéfagos e densidade

demografica de equideos, sdo determinantes na epidemiologia da doenca (CORREA;
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CORREA, 1992). O principal meio de transmisso do virus é através da picada de insetos
hematofagos. Muitas espécies parecem estar envolvidas, incluindo os tabanideos (Tabanus
spp. e Hybomitra spp., Chrysops flavidus), mosca de estabulo (Stomoxys spp.),
borrachudos (Simulinium vittatum), mosquitos (Psorophora columbiae, Aedes vexans e
Anopheles spp.) e mosquito-pélvora (Culicoides spp.) (FOIL et al., 1983; ISSEL et al.,
1985; TIMONEY et al., 1988; MURPHY et al., 1999).

Pode ocorrer também de forma iatrogénica através de fomites, como arreios, agulhas,
material cirdrgico, com residuos de sangue contaminado. Estudos sobre a viabilidade do
VAIE em agulhas, indicam que estes virus permanecem infectantes por até 96 horas
(WILLIAMS et al., 1981). Nos vetores, 0 VAIE mantém-se viavel por um periodo de 30
minutos a 4 horas (HAWKINS et al., 1976).

Existem ainda outras formas de menor importancia epidemioldgica, como a
transmissdo transplacentéria e através do colostro ou do sémen (TASHJIAN, 1984). O
virus € transmissivel a todos os equideos, sem que haja qualquer preferéncia por raca, sexo
e idade. A infeccdo intra-uterina pode resultar no abortamento ou nascimento de potros
infectados, que frequentemente morrem nos dois primeiros meses de vida (RADOSTITS,
2002).

Os dados mais recentemente completos sobre a distribuicdo da AIE no mundo,
disponiveis na OIE (Organizacdo Mundial de Saude Animal) datam do primeiro semestre
de 2010. De acordo com eles, dentre os paises da América do Sul, o Brasil e a Colémbia
apresentavam a forma clinica da doenca, bem como a maioria dos paises da América
Central. Nesta mesma situacdo encontravam-se diversos paises em todo o mundo: na
América do Norte, a extensa area pertencente ao Canada; na Europa, somente Reino Unido
e a Alemanha; na Asia, a RUssia e a Mongdlia. Ndo ha informacdes oficiais sobre o status
da doenca em diversos paises da Africa e da Asia, bem como na Australia (Fig. 7) (OIE,
2011).

Quanto a distribuicdo da AIE no territorio nacional, observa-se que as mais altas
prevaléncias para rebanhos e para animais foram encontradas na regido Norte/Noroeste de
Minas Gerais, seguida pela regido Vale do Mucuri/Jequitinhonha (ALMEIDA et al., 2006).
Os mesmos autores descrevem este Estado como area endémica para AIE, com prevaléncia

de 5,3% para rebanhos e 3,1% para animais.
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Figura 7. Distribuigdo da AIE no mundo. Mapa da Organizacéo Internacional de Epizootias (OIE),
dados do primeiro semestre de 2010. Fonte: Site da OIE www.oie.int.

No Mato Grosso do Sul em 2007, de um total de 744 animais que foram considerados
positivos a IDGA, apenas 67 (9%) foram sacrificados e 164 (22%) foram isolados, isto
significa que o saldo de positivos, cerca de 70%, permaneceu nas propriedades. No mesmo
ano e regido, foi observada uma prevaléncia de 1,38% de animais soropositivos, no
entanto, ndo se pode concluir que hd um decréscimo em relacdo a média nacional ou em
relacdo a média do Centro-Oeste, uma vez que ndo ha estudos sobre a situagdo nos anos
anteriores (DELEVATTI, 2008).

Heinemann et al. (2002) descreveram 17,8% de animais soropositivos no municipio de
Uruara no Para. Em Cuiaba, Mato Grosso, ha uma prevaléncia de 11,8% de casos positivos
em equinos de tragcdo (NOCITI et al., 2007). Ainda de acordo com esses autores, dados ndo
oficiais tém mostrado maior prevaléncia da doenca em outras regides, indicando sua ampla
distribuicéo no territorio brasileiro. Essa alta prevaléncia indica que muitos proprietarios de
cavalos ttm mantido animais positivos, o que pode esta relacionado ao fato deles nao
apresentarem qualquer sinal clinico associado a AIE. A auséncia de dados ou a
subnotificagdo da doenca no Brasil e no mundo torna seu controle e erradicacdo ainda mais
dificil, pois os animais acometidos servem de fonte de infeccdo contribuindo para
disseminacéo da doenca (CAVALCANTE, 2009).
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2.9 - Diagnostico

Os primeiros testes utilizados no diagnostico das infec¢Bes causadas pelo VAIE foram
inoculacbes de sangue suspeito em animais susceptiveis, que passava por monitoramento
até o surgimento dos sinais clinicos caracteristicos da AIE. A fixagdo de complemento foi
um dos primeiros ensaios empregados para deteccdo de anticorpos especificos ao VAIE,
mas demonstrou resultados insatisfatorios (NAKAJIMA et al., 1972). O teste de inibicdo
da hemaglutinacéo (HI) surgiu como a primeira alternativa utilizada em relacéo aos testes
de inoculagdo. Através da técnica de HI pode-se demonstrar que o soro de cavalos
infectados em estagios iniciais € inibido por anti-soro homélogo, e que o0s anticorpos séo
detectados antes da producéo dos anticorpos neutralizantes (SENTSUI; KONO,1981).

A falta de sistemas confiaveis de isolamento “in vitro”, propagacao e quantificacdo do
VAIE até a década de 60 restringia muito as pesquisas nesta area (MONTELARO et
al.,1993). Em 1968, Kobayashi e Kono conseguiram multiplicar o VAIE em cultura de
leucdcitos e adapta-los a linhagens celulares continuas.

Diversos testes sorolégicos foram desenvolvidos, dentre eles o IDGA, uma adaptagédo
do método de Ouchterlony, descrita por Coggins e Norcross em 1970. Este método
sorolégico foi amplamente aceito e padronizado internacionalmente. A IDGA baseia-se na
deteccdo de anticorpos contra a principal proteina do core viral, a p26 (BIRKETT et al.,
1997; JIN et al., 2005). Se o animal for positivo, ao realizar a leitura do teste serd possivel
observar uma linha de precipitagdo visivel a olho nu em meio semi-solido (&gar-gel),

decorrente da formacdo do complexo antigeno anticorpo presente no soro-teste do animal
(Fig.8).

Figura 8. IDGA (Imunodifusio em Gel de Agar). Linha de precipitacdo: formacdo do complexo
antigeno/anticorpo. No poco central o antigeno padrdo; nos pocos 1, 3 e 5 soro padréo positivo; nos
pocos 2,4 e 6 soros testes positivos. Fonte: arquivo pessoal.
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Conhecido como Teste de Coggins, 0 método de IDGA detecta anticorpos precipitantes
entre 14 e 45 d.p.i (COGGINS et al., 1972). Apesar da facilidade de execucdo, ndo é um
teste rapido, pois a leitura é feita em 48 horas. Além disso, esta técnica ndo é capaz de
detectar anticorpos especificos nos estagios iniciais da infeccdo (REIS, 1997). Outra
limitacdo seria a subjetividade inerente ao teste, que propicia a liberacdo de resultados
falso negativos ou duvidosos, principalmente quando a resposta imunoldgica do animal é
muito baixa (MOTTA, 2007). Entretanto, mesmo com algumas deficiéncias o teste é
considerado a prova padrdo-ouro para AIE, segundo a OIE (2010), bem como pelo MAPA,
a qual somente podera ser realizada em laboratérios credenciados por este 6rgédo (MAPA,
2008).

Durante os ltimos anos, a deteccdo de anticorpos contra o VAIE pelo ELISA tem sido
descrita e usada em alguns paises onde “kits” sdo comercializados em varios formatos
(MATSUSHITA et al., 1989). Nos Estados Unidos alguns ELISAs foram aprovados pelo
“US Department of Agriculture Animal and Plant Health Inspection Service” (USDA e
APHIS) em 1990, como métodos de teste equivalentes para a diagnostico de AlE.

No Brasil, um ELISA utilizando gp90 recombinante foi desenvolvido por Reis (1997) e
demonstrou ser mais eficiente do que o ELISA com antigeno p26 (SILVA et al., 2003),
pois detectou anticorpos para o VAIE mais precocemente em animais infectados,
apresentou boa correlagdo com os resultados do teste de IDGA e foi recomendado como
teste de triagem em levantamentos soroldgicos (REIS, 1997; MARTINS, 2004). No
entanto, até mesmo quando ambos os testes (IDGA e ELISA) sdo usados, diversos fatores
incluindo a presenca de proteinas do soro bovino utilizado no cultivo de células “in vitro”,
ou mesmo das proteinas advindas das células do hospedeiro, que foram utilizadas para o
cultivo, podem contribuir para resultados conflitantes (KIM et al., 1992; LANGEMEIER et
al., 1996).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) tem sido proposta como metodo de
diagndstico confirmatorio para a AlE e outras retroviroses. A PCR para detec¢do de DNA
proviral do VAIE é sensivel e especifica para identificar cavalos em estagios subclinico,
animais recentemente infectados e infec¢bes neonatais, além de elucidar reagdes
indeterminadas pela sorologia (McCONNELL et al, 1983; ISSEL et al.,, 1993;
LANGEMEIER et al., 1996; SANTOS, 2006). Em infeccdo experimental, Ferraz (1998)
mostrou que com apenas trés dias apos infeccdo foi possivel detectar sequéncias do
genoma de VAIE por PCR. No entanto, varios trabalhos vém contestando a sensibilidade

da técnica devido ao grande nimero de resultados negativos obtidos com amostras de
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animais com sorologia positiva (BIENZLE et al., 2004; CAMARGOQOS, 2005; HIRSCH et
al., 2005), fato que pode estar associado a dindmica da infec¢do. Motta (2007) encontrou
divergéncias significativas nos resultados comparados de IDGA e PCR em equinos
naturalmente infectados. A baixa sensibilidade e especificidade relativas podem estar
associadas a uma improvavel, porém possivel contaminacdo da PCR, por um nimero
insuficiente de células infectadas ou ainda por uma pequena quantidade de coOpias do
provirus por c€lula, em decorréncia ao término dos episodios de viremia (O’ ROURKE et
al., 1991). Resultados parecidos foram encontrados quando se compararam 0s testes
ELISA e PCR. Amostras que foram consideradas positivas na PCR e negativas no
soroldgico foram relacionadas a uma possibilidade de mutagcdes no gene env e consequente
variancia de antigenicidade das proteinas do envelope. Ja as amostras que foram
positivas no ELISA e negativas na PCR foram associadas a insuficiéncia de células
infectadas ou mesmo uma pequena quantidade de cdpias do provirus por célula, em virtude
no periodo de convalescéncia da viremia.

A sensibilidade e especificidade das técnicas de PCR sdo motivos de discussdo por
diversos autores, principalmente no que se refere a adocdo desta metodologia como
diagndstico de doencas infecto-contagiosas e para teste de rebanho (BIENZLE et al., 2004;
CAMARGOS, 2005; SANTQOS, 2006). No entanto, esta técnica vem sendo utilizada em
varias pesquisas de variabilidade genética, deteccdo e quantificacdo de agentes infecciosos,
com bons resultados. Adicionalmente, a especificidade do teste é considerada satisfatoria
quando sdo usados iniciadores dirigidos a uma regido conservada no genoma do VAIE,
como a regido gag (KIM et al., 1992; LANGEMEIER et al., 1996).

Grande parte dos trabalhos sobre diagndstico da AIE relata a producédo da proteina p26
de gag a partir de cultivos celulares infectados com o VAIE (MALMQUIST et al., 1973;
MONTELARO et al, 1984; BOUILLANT et al, 1986) ou recombinantes
(ARCHAMBAULT et al., 1989; KONG et al., 1997; SENTSUI et al, 2001; PIZA et al.,
2007). Recentemente na Argentina, foi padronizado e validado um teste de imunodifuséo
em gel de agar para o diagnostico da AIE, utilizando como antigeno a proteina p26 de
VAIE a partir do sistema de expressdao em E. coli. O teste demostrou uma sensibilidade
diagnostica relativa de 100% e especificidade de 100% quando comparado com um ensaio
de IDGA comercial (ALVAREZ et al., 2007). Ensaios imunoenzimaticos com Soros
infectados com VAIE demonstram que a proteina p26 recombinante pode ser
extremamente Util para fins de diagndstico (BIRKETT et al., 1997).
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Embora os titulos de anticorpos para as principais proteinas (destacadamente a p26)
sejam menores que aqueles produzidos contra as glicoproteinas virais, especificamente a
gp90 (passiveis de altas taxas de mutagdo), seu uso como antigeno é especificamente
desejavel nos testes soroldgicos, por serem eficientemente imunogénicas e produzidas em
quantidades significativas (LERUOX et al., 2004).

Considerando que mais de 95% dos animais infectados pelo virus da AIE séo
portadores assintomaticos e que ainda ndo existe vacina eficaz disponivel contra a doenca,
0 diagnostico laboratorial assume um papel decisivo no controle e prevencdo da AIE
(FERRAZ et al., 1998). Os testes diagnésticos vém evoluindo desde a descoberta da AlE.
Os antigenos recombinantes p26 de VAIE produzidos nos diferentes sistemas de expressao
tém provado ser confiaveis reagentes de diagnostico (ARCHAMBAULT et al., 1989;
SENTSUI et al.,, 2001; ALVAREZ et al., 2007). No entanto, testes mais sensiveis,
acessiveis e aplicaveis ainda é uma prioridade a ser alcancada em medicina veterinaria de
equideos (MOTTA, 2007).

2.10 - Controle

A ineficiéncia das vacinas contra a AIE restringe as acdes de controle da doenca a
medidas de identificacdo, segregacdo ou sacrificio dos animais infectados. Somente em
paises como China e Cuba tem sido executado um programa de vacina¢do usando amostras
atenuadas de VAIE, que parece proteger 0os animais apenas contra amostras homélogas do
virus (MONTELARO et al., 1993).

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

A Instrucdo Normativa n°45 de 15 de junho de 2004, que prevé os procedimentos
gerais de profilaxia e combate a AIE, encontra-se em fase de revisdo. Um das medidas
previstas refere-se as condi¢des epidemiolodgicas peculiares a cada Unidade da Federacdo
(UF). Em cada UF devera ser constituida uma CECAIE (Comissdo Estadual de Controle da
AIE), que sera responsavel pelas acdes de campo referentes & prevengdo e ao combate da
AlE.
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A Instrucdo Normativa n° 17, de 8 de maio de 2008 institui o Programa Nacional de
Sanidade dos Equideos (PNSE) do MAPA. O programa visa o fortalecimento da
equideocultura nacional, por meio de acdes de vigilancia e defesa sanitaria animal. Um dos
objetivos € realizar vigilancia epidemioldgica e sanitaria das principais doencgas dos
equideos, tais como Mormo e Anemia Infecciosa Equina, visando a profilaxia, controle e a
erradicacdo destas doencgas em todos os Estados da Federagé&o.

De acordo com o PNSE o transito interestadual de equideos somente é permitido
quando os animais estdo acompanhados da Guia de Transito Animal (GTA). Na emissdo
da GTA para equideo, com seis meses ou mais de idade, é obrigatoria a apresentacdo de
resultado negativo a prova de IDGA. A participacdo de animais em leildes, feiras, rodeios,
exposicoes, torneios e demais concentracdes, somente é permitida a equideos com
resultados negativos a prova de diagndstico para AIE, independentemente da necessidade
da movimentacdo interestadual ou néo.

O Diagnostico Oficial é realizado por laboratério credenciado, usando antigeno
oficialmente aprovado para IDGA. Os resultados poderdo ser utilizados na emissdao de
atestado negativo para AIE, que tem a seguinte validade, para efeito de transito: 180 dias,
para equideos procedentes de entidades controladas, e 60 dias, nos demais casos. O
equideo que reagir positivamente a prova de IDGA sera considerado portador de AIE. O
resultado positivo devera ser imediatamente comunicado pelo laboratério ao servico
Oficial de Defesa Sanitaria Animal. Esses animais poderdo ser sacrificados ou marcados e
isolados, dependendo da politica sanitaria definida na UF (Fig. 9).

O equideo portador, que ndo seja sacrificado prontamente, sera marcado, na paleta
esquerda, com a letra A e a sigla da UF onde se encontra o animal. Quando a medida
indicada for o sacrificio, este sera executado de preferéncia no proprio local onde se
encontra o animal, no prazo maximo de 30 dias. O sacrificio do animal sera realizado,
somente, apos um novo teste, 15 dias apos a primeira prova (MAPA, 2008).

A manutencao de animais positivos nas propriedades do Pantanal Sul-Mato-Grossense
ocorre por que o programa de controle local (CAIEPAN) preconiza a manutengdo dos
animais positivos nas propriedades, ao invés do sacrificio, permitindo sua utilizagdo no
manejo diario da fazenda. Por outro lado, o programa estimula o diagnostico e a adogéo de
medidas profilaticas e de controle da doenca. O CAIEPAN tem como meta a incorporacao
de todas as propriedades da regido ao Programa de Prevencdo e Controle da AIE em um

prazo de até cinco anos. Pretende-se com isso, reduzir a prevaléncia a niveis que permitam
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o sacrificio dos animais infectados, sem comprometer a atividade pecuaria no Pantanal
(DELEVATTI, 2008).

=¥

B

Figura 9. Destino das carcagas dos equinos ap0s 6bito confirmado. Municipio de Silva
Jardim, RJ. Fonte: Karam et al. (2010).

Um inquérito epidemioldgico aplicado a proprietarios e tratadores de cavalos
abordando a ocorréncia de fatores riscos envolvidos na transmissdo da AIE, mostrou que
apenas 15% dos entrevistados informaram contar com servigos veterinarios constantes em
suas propriedades, 20% ndo contavam com qualquer assisténcia veterinaria e o restante
(65%) contavam com servicos esporadicos. Quanto a realizacdo de exames soroldgicos
constantes, apenas 10% informou realiz&-lo. Apesar de todos os entrevistados participarem
de atividades que envolvem concentracbes de equideos como vaquejadas, 62,5%
afirmaram ndo ter havido qualquer tipo de controle fiscal no local do evento. No entanto,
80% informam ter sofrido fiscalizagdo no transporte interestadual dos animais (LAGE, et
al., 2007).

O controle sanitario de entidades hipicas e de estabelecimentos que produzam, criam
ou mantenham equideos € de responsabilidade dos servigos veterinarios proprios. As
entidades ou estabelecimentos serdo considerados controlados quando possuirem
assisténcia veterinaria permanente, ndo apresentarem animais reagentes positivos, em dois
testes realizados com intervalo de 30 a 60 dias, e todo o seu efetivo equideo seja submetido
a prova, no minimo, uma vez a cada seis meses. Essas entidades ou estabelecimentos
poderdo receber certificados, renovaveis a cada 12 meses, apds o re-teste de todo plantel.
Além disso, medidas como separacdo de animais positivos dos negativos, testes
soroldgicos periddicos, uso de uma agulha por animal e separacdo de potros filhos de
éguas infectadas também ajudam no controle da doenga (BRASIL, 2004).
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Um dos principais problemas para o cumprimento dos programas de controle e das
instrucBes normativas é a falta de conscientizagdo sanitaria dos proprietarios. Muitos
criadores que possuem animais registrados preocupam-se com o controle da enfermidade.
No entanto, outros que ndo possuem cavalos registrados ainda ndo fazem o controle da
AIE, que pode atingir uma prevaléncia alta nas tropas (DEVELATTI, 2008). Além disso,
Santos et al. (1995) relatam que um dos grandes problemas detectado e enfrentado pela
maioria dos criadores é a dificuldade na realizacdo do teste IDGA.

Estes fatos se caracterizam como grandes obstaculos que devem ser vencidos para
facilitar as acOes dos servigos oficiais. Faz-se necessario investir de maneira equilibrada e
eficiente nos diversos programas de controle das diferentes doencas de grande impacto na
pecudria nacional, do contréario, a credibilidade do pais é afetada. O aspecto sanitario deve
ser visto como prioridade para que o Brasil ndo continue sofrendo com barreiras politico-
sanitarias (DELEVATTI, 2008).

2.11 — A proteina p26

Do ponto de vista quantitativo, a principal proteina de VAIE é a p26, que representa
cerca de 40% do total das proteinas virais. Esta proteina é altamente conservada entre as
diversas cepas virais de localizacdes geograficas diferentes, com um méximo de 12% de
variabilidade entre as linhagens (ZHANG et al., 1999; SENTSUI et al., 2001; LERUOX et
al., 2004; CHUNG et al., 2005).

Em 1997, Birkett et al. caracterizaram a proteina recombinante p26 (rp26) obtida
através do sistema de expressdo em Escherichia coli. Apo6s tratamento e purificagdo por
métodos convencionais, foi revelado um monémero de 26 kDa, ausente de ligacOes
dissulfeto intermoleculares. Estes autores descreveram os dominios monomeéricos em
concentracdes de até 20mg/ml. Este fato também foi evidenciado por diferentes sistemas
de analise fisico-quimica, incluindo a cromatografia de filtracdo, que indicou a ocorréncia
da proteina como um mondmero em solucdo. Sugeriu-se que nenhum dos trés residuos de
cisteina da rp26 estava envolvido em pontes dissulfeto intermoleculares. Descreveu-se
ainda que 51% da estrutura secundaria da proteina eram compostos por motivos a-hélice,
15% voltas-beta (f-turn) e 34% aperiddico (aperiodic string). A espectrometria de
fluorescéncia revelou que os trés residuos de triptofano na rp26 ocupam duas localizagdes
diferentes, evidenciando que a proteina recombinante sofre dobramentos e tem

conformacéo provavelmente nativa.
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No entanto, estudos posteriores demonstraram que a proteina purificada proveniente de
construcdo recombinante do VAIE com sistema em E.coli é facilmente cristalizada em
duas diferentes formas. Estas estruturas foram determinadas e examinadas em detalhe
quanto as associacOes oligoméricas e posicdes de dominio. Uma se caracteriza por cristais
cubicos formando tetrdmeros a partir de dois pares de dimeros, com 4 pontes dissulfeto. E
a outra é formada por estruturas similares a cristais hexagonais de tetrdmeros com dois
dominios C-terminais vizinhos, com seis pontes dissulfeto. As duas formas cristalograficas
da proteina recombinante p26 do capsideo do VAIE tém em comum uma interface anti-
paralela de quatro hélices referente a dois pares de dimeros com dominios N-terminais.
Dois pares de dimeros fracamente associados formam tetrdmeros, em uma das duas formas
cristalogréficas os tetrameros sdo ligados através de dimerizacdo dos dominios C-terminal
(JIN et al., 1999) (Fig. 10).

Figura 10. AssociacGes oligoméricas da proteina de capsideo viral p26. (A) Cristais cubicos formando
tetrdmeros, com um dimero em roxo e azul, e o segundo dimero em atrds em branco e cinza. As pontes
dissulfeto no dominio C-terminal sdo apresentadas em amarelo. (B) Uma visdo similar de cristais
hexagonais formando tetrdmero, com os dominios C-terminais vizinhos apresentados em purpura e
verde. Numeracdo referente as hélices antiparalelas (grupos de quatro) formando subunidades de
dimerizagdo. C - dominio C-terminal e N - dominio N- terminal. Fonte: adaptado de Jin et al. (1999)

O gene p26 de VAIE possui uma parte significante de homologia com 0s genes das
principais proteinas do core de outros lentivirus. Comparada a proteina de capsideo p24 do
HIV-1, a p26 possui 55% similaridade de aminoacidos (30% de identidade). Estes virus
pertencem a uma subfamilia dos lentivirus que apresentam reatividade sorologica cruzada
através de uma sequéncia altamente conservada no dominio C-terminal do capsideo,
denominada regido de homologia maior (GOUDSMIT et al., 1986; EGBERINK et al.,
1990). Na verdade, soro de cavalos infectados com VAIE tem sido utilizado para precipitar
0s principais antigenos do nucleo do HIV-1 (MONTAGNIER et al., 1984) e FIV
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(EGBERINK et al., 1990; STEINMAN et al., 1990) indicando a presenca de regides
conservadas interespécies. Sugere-se que as principais proteinas do nucleo lentiviral, de
pelo menos HIV-1, EIAV e FIV, sdo organizadas em dominios antigénicos semelhantes
responsaveis por definirem epitopos estaveis que podem provocar reaces cruzadas
(EGBERINK et al., 1990; CHONG et al., 1991; SENTSUI et al., 2001).

2.12 — Sistemas heterologos de producéo de proteinas

O aperfeicoamento das técnicas em biologia molecular e engenharia genética vém
contribuindo substancialmente para o desenvolvimento de organismos capazes de produzir
proteinas recombinantes em diferentes sistemas de expresséo (MORTON e POTTER,
2000; SCHATZMAYR, 2001). A tecnologia de DNA recombinante para a producdo de
proteinas heterélogas consiste essencialmente em clonagem do gene referente a proteina de
interesse, 0 inserto desta construcdo do organismo hospedeiro, crescimento dos
transformantes, inducdo da producdo da proteina recombinante, recuperacédo e purificacdo
da proteina expressa (KOBAYASHI et al., 2000).

Dentre esses sistemas, um dos mais empregados atualmente esta aquele que utiliza
células da levedura Pichia pastoris. Estes microrganismos sdo capazes de realizar o
processamento pos-traducional da proteina de maneira completa, podendo ser secretada
para 0 meio extracelular, fato que reduz as etapas de purificacdo envolvidas
(KOBAYASHI et al., 2000). Esta caracteristica € essencial tanto para fins terapéuticos
como diagnosticos. Adicionalmente este sistema é economicamente vidvel e garante bons
niveis de producdo, configurando boa relacdo custo/beneficio. Nesse sentido, a escolha de
um sistema de expressdo heterdlogo que contemple caracteristicas necessarias a producéo
da proteina de interesse representa um passo importante (COIMBRA, 2007).

O sistema de expressdo em que se utilizam organismos procariotos para a obtencédo de
DNA recombinante tem como principal representante a bactéria Escherichia coli. Este
sistema de expressdo estd bem caracterizado, pode atingir bons niveis de producdo e
apresenta uma vantagem econémica sobre os demais por crescer em meios simples e
baratos (BILLMAN-JACOBE, 1996). No entanto, existem muitas dificuldades associadas
a producdo de proteinas a partir de genes exogenos clonados nesta bacteria. Estas
limitacdes estdo associadas a presenca de introns e a incapacidade de realizar modificagdes
pos-traducionais, pois, a E. coli ndo possui a maquinaria intracelular responsavel para tal
finalidade (PELCSAR et al., 1996; BROWN, 2003; DALY; HEARN, 2005).
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Adicionalmente, a liberagdo de endotoxinas ou pirdgenos que provocam reagoes
indesejaveis, e a retencdo da proteina recombinante de maneira insoltvel e inativa sob a
forma de “corpusculos de inclusao”, tornam o processo de purificacdo e recuperagdo do
produto intracelular mais trabalhoso (MONTO; SOGAYAR, 2003).

Comparada a expressdo em E. coli, a producdo de proteinas heter6logas em leveduras
permite um processamento mais parecido com aquele encontrado em células animais, pois
o0 ambiente intracelular da levedura possibilita a ocorréncia de varias reacGes que
normalmente acontecem em células de mamiferos. No entanto, algumas modificaces pds-
traducionais realizadas em células de animais ndo ocorrem nesses organismos, o0 que pode
alterar a estrutura funcional destas proteinas. Por outro lado, a expressdo heteréloga em
leveduras estd bem caracterizada, havendo varias técnicas de manipulacdo génica
disponiveis. Outra grande vantagem é a boa eficiéncia do sistema para producdo em larga
escala (GELLISSEN, 2000). Adicionalmente, ha relatos que confirmam que o rendimento
de proteinas recombinantes obtidas a partir de células de leveduras P. pastoris foi bem
maior que os resultados obtidos no sistema E.coli. (POKOJ et al., 2010).

No que concerne aos sistemas com eucariotos, diferentes linhagens celulares de
mamiferos, derivadas majoritariamente de tecidos humanos, de camundongos ou de
“hamsters”, vém sendo utilizadas na sintese de vérias proteinas recombinantes (WURM,;
BERNARD, 1999; MORTON; POTTER, 2000). Além destas, células de inseto e de
leveduras também vém sendo extensivamente utilizadas como sistema de expressao
heter6loga (TORRES; MORAES, 2002; BROWN, 2003). Nos sistemas de expressao
baseados em células de mamiferos as proteinas sdo processadas corretamente e sao
indistinguiveis das versdes nao-recombinantes, no entanto, apresentam algumas
desvantagens como crescimento lento em meios caros, baixo nivel de expressdo e processo
de purificacdo complexo (BROWN, 2003).

O uso de animais transgénicos € uma alternativa a cultura de células de mamiferos,
pois a biologia do animal pode favorecer o processamento satisfatorio da proteina. Os
animais sdo modificados geneticamente para produzir a proteina em fluidos especificos,
como leite ou urina, mas existem muitas limitagcbes nesta tecnologia. Em alguns casos, a
proteina de interesse pode provocar efeitos adversos a saude do animal, além de apresentar
alto custo e certa ineficiéncia no processo de geracdo e selecdo do animal que melhor
produz a proteina (SHULER; KARGI, 2001).

O sistema que utiliza células de insetos é relativamente facil de manter e com menor

custo em comparagdo com as células de mamifero, além de oferecer um processamento
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pos- traducional similar ao destes (MCCARROLL; KING, 1997). O nivel de producéo
obtido pode ser satisfatorio, pois ha a possibilidade de cultivar as células em suspenséo, o
que permite construir biorreatores com alta densidade celular. No entanto esta técnica tem
como desvantagens a manipulacdo e manutencdo de células, que sdo mais complexas
quando comparadas as células de levedura e bactéria (MONTOR; SOGAYAR, 2003).

A producdo em plantas transgénicas apresenta vantagem em relacdo a purificacdo do
produto recombinante, uma vez a proteina pode ficar retida em compartimentos estéreis ou
comestiveis. Fato este, que possibilita a idéia de administracdo oral de um produto
terapéutico ou vacina, além disso, € um organismo que realiza modificacdes pos-
traducionais (MASON; ARNTZEN, 1995). Todavia, ainda existem desvantagens neste
sistema que o torna indesejavel para uso comercial, dentre elas destacam — se: baixos
niveis de expressdo, longo tempo de testes e dificuldades no controle ambiental, que pode
influenciar na qualidade e na quantidade de producdo (SHULER; KARGI, 2001).

2.13 — A levedura Pichia pastoris

2.13.1 — P. pastoris como um organismo experimental

Pichia pastoris ¢ uma levedura metilotrofica, mesofilica, homotalica, anaerébica
facultativa, com uma tipica estrutura de célula eucariética possuindo uma parede celular
espessa de polissacarideo. Este microrganismo é naturalmente hapléide em seu estado
vegetativo e multiplica-se por brotamento multilateral (CEREGHINO e CREGG, 2000). E
taxonomicamente classificadas no Reino Fungi, Divisdo Eumycota, Subdiviséo
Ascomycotina,  Classe =~ Hemoascomycetes,  Ordem  Endomycetales,  Familia
Saccharomycetaceae e Género Pichia (NCBI, 2011).

A primeira descricdo da habilidade que certas espécies de leveduras possuiam em
utilizar o metanol como unica fonte de carbono e energia foi realizada héa
aproximadamente 40 anos (OGATA, 1969). O fato de crescer até alta densidade celular em
meios simples provocou o interesse comercial e sua utilizacdo foi direcionada como fonte
de alimento animal altamente protéico SCP (single cell protein) (WEGNER, 1990). A
empresa Phillips Petroleum Company desenvolveu meios e protocolos para o crescimento
de Pichia pastoris. Mas a crise do petroleo, na década de 70, causou um dramatico
aumento no prego do metanol tornando sua utilizagdo inviavel para tais fins. Na década

seguinte, a empresa Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates, Inc. (SIBIA, La
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Jolla, CA, USA) adquiriu a tecnologia, direcionando-a para uso como sistema de producéo
de proteinas heterélogas. Hoje, a Invitrogen Corporation (Carlsband, CA, USA) esta
licenciada para vender o sistema em forma de “kit” (CEREGHINO e CREGG, 2000;
MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

A viabilidade econdmica de utilizar o metanol como Unica fonte de carbono, ou seja,
sua capacidade metilotrofica, confere a P. pastoris, grande sucesso na producdo de uma
numerosa variedade de proteinas recombinantes. Mais de 400 proteinas codificadas por
diferentes genes de diversos organismos, ja foram produzidas utilizando-se este sistema.
Os indices de producdo atingem miligramas a gramas por litro, sendo utilizado tanto na
pesquisa laboratorial quanto na industria farmacéutica (MACAULEY-PATRICK et al.,
2005).

2.13.2 - Metabolismo do metanol

O primeiro passo no metabolismo do metanol é sua oxidacdo do metanol em
formaldeido, gerando peréxido de hidrogénio, pela acdo da enzima alcool oxidase (AOX).
Para evitar a toxicidade causada pelo peroxido de hidrogénio, esse primeiro passo ocorre
dentro do peroxissomo, que sequestra o produto téxico degradando-o em oxigénio e agua
através da agao conjunta da catalase e da AOX (KOTZE, 2007; SOUZA, 2007). Uma parte
do formaldeido gerado deixa o peroxissomo e é oxidada a formato e didxido de carbono
por duas desidrogenases citoplasmaticas, reacdes que sdo fonte de energia para o
crescimento celular em metanol. A porcéo restante do formaldeido que permanece no
peroxissomo € utilizada como precursora de constituintes celulares (Fig. 11)
(CEREGHINO; CREGG, 2000; GELLISSEN et al., 2005).

A AOX tem uma baixa afinidade por oxigénio e, para contornar essa situacgdo, esta
enzima € produzida em grandes quantidades, chegando a representar mais de 30% do
conteudo de proteinas sollveis totais nas células cultivadas em metanol (CEREGHINO;
CREGG, 2000). Existem dois genes que codificam a alcool oxidase em P. pastoris, AOX1
e AOX2. Muito embora as sequéncias codificantes destes dois genes possuam 97% de
homologia, 0 gene AOX1 regula cerca de 80% da atividade da enzima alcool oxidase,
enguanto o gene AOX2 regula os 20% restantes (CREGG, 1989).

A expressdao do gene AOX1 é controlada em nivel transcricional e sua regulacéo
envolve mecanismos de repressao/desrepressdo, e um de inducdo. O promotor do gene

AOX1 é fortemente reprimido em células cultivadas com glicose e outras fontes de



46

carbono, no entanto, pode ser induzido em mais de 1000 vezes quando sdo cultivadas em
meio contendo metanol como Unica fonte de carbono (CEREGHINO, 2002). Portanto, a
auséncia de uma fonte de carbono repressora, tal como glicose, ndo resulta em substancial
transcricdo de AOX1. Para que ocorra a inducdo de altos niveis de transcrigdo ¢é essencial a
presenca do metanol (CEREGHINO; CREGG, 2000). A capacidade de indugdo do
promotor AOX1 pelo metanol vem sendo utilizada para direcionar a produgdo de proteinas
recombinantes em altos niveis, até mesmo com a integracéo de uma Unica copia do cassete
de expressao (CREGG et al., 2000; DALY; HEARN, 2005).
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Figura 11. Metabolizacdo do metanol em P. pastoris: 1 - Alcool oxidase; 2 - Catalase; 3 -
Formaldeido desidrogenase; 4 - Formato desidrogenase, 5 - Deidroxiacetona sintetase; 6 -
Deidroxiacetona quinase; 7 - Frutose-bifosfato aldolase; 8 - Frutose bifosfatase; 9 -
Formaldeido redutase. Fonte adaptada de Zhang et al (2000) e Houard et al (2002).

2.13.3 — Promotores alternativos para expressao

Existem promotores alternativos para expressao de determinados tipos de genes, além
do AOX1. O promotor GAP controla a expressdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, necessitando de glicose como fonte de carbono. Este promotor vem sendo
bem utilizado (WATERHAM et al., 1997; VASSILEVA et al., 2001; ALOULOU et al.,
2006; LI et al., 2007; HONG et al., 2007), pois apresenta niveis satisfatorios de expressao
podendo até superar a eficiéncia do promotor AOX1. Entretanto, por ser constitutivo, ele s6
¢ apropriado para proteinas recombinantes que ndo sejam tdéxicas as células
(CEREGHINO; CREGG, 2000).

O promotor FDL1 controla a expressdo do gene da enzima formaldeido desidrogenase,
envolvida no metabolismo do metanol. Trata-se de um promotor forte, induzido por
metanol e glicose. Quando induzido por metanol como Unica fonte de carbono necessita da
amonia como a fonte de nitrogénio, quando a glicose for a unica fonte de carbono

disponivel, € exigido a metilamina como fonte de nitrogénio. Isso proporciona maior
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facilidade na producdo de proteinas heterdlogas uma vez que esta abordagem ndo €
dependente apenas de metanol para producdo (SHEN et al., 1998; RESINA et al., 2004;
COIMBRA, 2007).

O promotor PGK1 tem origem no gene da enzima 3-fosfoglicerato quinase, a qual
participa tanto da via glicolitica quanto da via glicogénica. Alguns estudos utilizaram este
promotor com células de leveduras e fungos filamentosos em crescimento celular onde a
glicose era a principal fonte de carbono. Altos niveis de producdo foram descritos quando
comparadas com crescimentos em glicerol e metanol (ALMEIDA et al., 2005).

Existe ainda os promotores YPT1, induzido por manitol e constituido a partir do gene
GTPase (SEARS et al., 1998) e o PEX8, que controla a proteina da matriz peroxissomal
(LIU et al., 1995). No entanto, ndo sdo muito utilizados provavelmente pelos baixos niveis
de producéo obtidos (CEREGHINO; CREGG, 2000).

2.13.4 — Linhagens de P. pastoris

De todas as linhagens de leveduras identificadas, sdo conhecidos apenas quatro géneros
que apresentam o metabolismo do metanol: Hansenula, Pichia, Candida, Torulopsis
(FABER et al., 1995).Varias linhagens de P. pastoris estdo disponiveis para producdo de
proteinas recombinantes, sendo que todas elas derivam da linhagem NRRL-Y 11430
(CEREGHINO; CREGG, 2000; CEREGHINO; CREGG, 2001). Algumas possuem o0
gendtipo modificado para atender diferentes aplicacdes, a exemplo das linhagens GS115 e
KM71H que apresentam o gene da histidina desidrogenase (HIS4) inativo, funcionando
como uma marca de selecdo para os transformantes. Além destas ha também a linhagem
selvagem X-33. Os fenotipos associados ao metabolismo do metanol variam em relacdo ao
consumo lento ou normal da fonte de carbono, que depende da interrupc¢do ou ndo do gene
AOX1, respectivamente (CEREGHINO; CREGG, 2000).

As linhagens X-33 e GS115 sdo exemplos de cepas Mut *(Methanol utilization plus) e
a linhagem KM71H é Mut 3(Methanol utilization slow) (MACAULEY-PATRICK et al.,
2005). Linhagens que apresentem o gene AOX1 intacto responsavel por 85% da utilizagdo
de metanol, tém fendtipo Mut® com taxa de crescimento no metanol igual ao tipo
selvagem. Estas linhagens possuem tanto o gene AOX1 quanto o AOX2, o que aumenta sua
afinidade com o metanol. A levedura que tém o fenétipo Mut® cresce e usa o metanol de
maneira mais lenta por apresentar o gene AOX1 interrompido. Assim, tanto o crescimento

quanto a producéo de proteina € dependente do gene menos ativo AOX2 para metabolizar o
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metanol (INAN; MEAGHER, 2001; DALY; HEARN, 2005). Trata-se de linhagens
indicadas para producdo intracelular da proteina heter6loga, pois possuem menores
quantidades de enzima AOX, o0 que proporciona maior rendimento especifico
(SREEKRISHNA et al., 1997). Além disso, o crescimento lento do metanol favorece o
processamento adequado das proteinas recombinantes em longas fermentagdes (CREGG et
al., 1987). Linhagens com fendtipo Mut™ (Methanol utilization minus) sdo deficientes em
ambos 0s genes AOX, sendo inviaveis para o crescimento em metanol (MACAULEY -
PATRICK et al., 2005).

A engenharia de producédo de proteinas recombinantes vem centralizando a atenc¢do no
processamento das mesmas dentro das células. Sabe-se que a secre¢do destas proteinas
envolve complexos sistemas sinalizacdo, conformacéo da proteina, sistema de controle de
qualidade, enzimas, vias de eliminacdo, entre outros. Resumidamente o processamento
protéico inicia-se no reticulo endoplasmatico (RE), onde a proteina ainda em conformacéo
irregular pode ser exportada para o complexo de Golgi. Neste local, elas também seréo
modificadas, antes de serem exportadas para 0s vacuolos, para 0 espago extracelular, ou
para outras organelas (KLAUSNER, 1989). O controle de qualidade do RE envolve a
associacao de elementos moleculares (ERAD) capazes de se agregarem as proteinas
sinalizando seu destino. A prolongada ligacdo destes elementos moleculares as proteinas
sinaliza a resposta de desdobramento da proteina (UPR) estimulando a protedlise e

inibindo a transcricéo e translocacdo da proteina (IDIRIS et al., 2010) (Fig. 12).
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Figura 12. Um diagrama esquematico representando as tipicas vias de processamento e secre¢do de
proteinas heterélogas em leveduras. O trafego no citosol e as vias de classificacdo protéicas sao
indicados. Via de secrecdo de proteina fosfatase alcalina (ALP) — proteina utilizando um adaptador
AP (“alkaline phosphatase”); Via de secre¢do de proteina carboxi-peptidase (CPY) — proteina
associada a uma sequencia sinal CP vacuolar (“carboxy-peptidase”) sinaliza destino da proteina.
Fonte: adantado de Idiris et al. (2010).
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2.13.5 - Vetores de expressao génica

A expressao de qualquer gene de interesse em P. pastoris compreende trés passos
principais: inser¢do do gene em vetor de expressdo; introducdo do vetor de expressdo na
levedura P. pastoris e avaliacdo do potencial dos clones recombinantes para a expressao do
gene de interesse (MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Em leveduras metilotroficas, os
vetores utilizados para transformacdo sdo integrados ao genoma de forma estavel,
proporcionando um processo consistente de producdo (GELLISSEN, 2000).

Vetores plasmidiais desenhados para producdo de proteinas heter6logas em P. pastoris,
comerciais ou ndo, apresentam algumas caracteristicas em comum. Primeiramente, s&o
vetores produzidos para utilizacdo tanto em E. coli quanto na levedura em questdo
(MORTON; POTTER, 2000). De maneira geral, esses vetores conttm uma origem de
replicacdo bacteriana e uma de levedura, além de marcas de sele¢do para um ou ambos 0s
organismos (HIGGINS, 1998; CEREGHINO; CREGG, 2000; GELLISSEN, 2000;
TORRES; MORAES, 2002). Certas caracteristicas adicionais servem como ferramentas
para fungdes especializadas, como € o caso da utilizagdo bem sucedida do sinal a-mating
factor de S. cerevisiae, que codifica o peptideo pré-pro fator a, cuja fungdo ¢é dirigir a
secrecdo da proteina recombinante (CEREGHINO; CREGG, 2000).

O vetor de expressdo pPICZA apresenta como principal caracteristica a sequéncia
promotora do gene AOX1 e a sequéncia de terminacdo da transcricdo do AOX1
(CEREGHINO; CREGG, 2000) (Fig. 13). Entre o promotor e a sequéncia finalizadora,
existem mdaltiplos sitios de clonagem para insercdo do gene exdgeno de interesse. Além
disso, o pPICZA apresenta duas sequéncias que possibilitam estratégias diferentes de
deteccdo e recuperacdo da proteina heterdloga produzida. A primeira delas refere-se ao
epitopo C-myc, cuja fusdo a proteina recombinante permite a sua imunodetec¢do por
anticorpo anti-myc. A outra sequéncia esta relacionada a cauda de poli-histidina (6xHis),
cujo epitopo C-terminal possibilita a deteccédo através do anticorpo anti-His e a purificagdo
da proteina recombinante frente a cromatografia por afinidade (GELLISSEN, 2000;
TORRES; MORAES 2002; INVITROGEN, 2007).

Existem poucos genes conhecidos que conferem marcas de selecido nas leveduras P.
pastoris. Ainda assim, foram desenvolvidos vetores como a série pPICZA, que contém o
gene Sh ble do Streptoalloteichus hindustanus. Este gene confere resisténcia ao antibidtico
zeocina™ em E. coli, e eucariotos de maneira geral. Estdo ainda disponiveis, os genes da

via biossintética HIS4 de P. pastoris e S. cerevisiae; e ARG4, também desta dltima. O
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vetor pPICZA ¢ do tipo integrativo, onde, apds a transformagdo em P. pastoris, ocorre a
integracdo do cassete de expressdo em locus especifico, originando transformantes
geneticamente estaveis (HIGGINS et al.,1998).

Tanto em S. cerevisiae quanto em P. pastoris, existe uma tendéncia para
recombinagGes homdlogas entre seu genoma e DNAs artificialmente introduzidos. Os
vetores integrativos devem ser linearizados mediante digestdo em Unico sitio, o qual pode
ser uma marca génica ou o promotor (no caso do pPICZA, o promotor AOX1). A
integracdo no genoma se da via recombinacdo homologa, j& que o vetor contém regides
homdlogas ao genoma de P. pastoris, podendo ocorrer por inser¢do ou substituicdo génica
(DALY; HEARN, 2005).

A integracdo por insercdo ocorre em altas frequéncias (50-80%) por eventos de
“crossover” Unicos nos loci HIS4 ou AOX1 (ROMANOS, 1995; CEREGHINO; CREGG,
2000). Estas integracOes podem ocorrer em tandem devido a eventos de recombinacdo
repetidos numa taxa de 1-10% dos transformantes. A transformagcéo de linhagens Mut” com
vetores linearizados na regiao 5° AOX1 (promotor AOX1) promove a inser¢do por unico
crossover na regido homologa do I6cus AOX1, gerando transformantes Mut®, uma vez que
0 gene AOX1 n#o é interrompido. A transformacéo de linhagens Mut®, por sua vez, origina
apenas transformantes Mut® (DALY; HEARN, 2005).

Figura 13. Série de vetor de expressdo em Pichia pastoris pPICZa. Fonte: adaptado de Manual de
Pichia pastoris, Invitrogen (2009).

A substituicdo génica em P. pastoris pode ser obtida pela digestdo do cassete de
expressdo nas regioes 5’ e 3’ terminais, correspondentes as regides 5’ e 3’ do locus AOX1.
Trata-se, portanto, de um evento que ocorre por duplo “crossover” no locus génico alvo,

dando origem a transformantes de cdpias Unicas geralmente mais estaveis. Esse fenbmeno
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provoca delecdo sitio-especifica do gene AOX1, numa frequéncia de 5-25% dos
transformantes (DALY; HEARN, 2005). Os eventos de substituicdo génica ocorrem numa
frequéncia menor do que a observada em S. cerevisiae e requerem sequéncias

flanqueadoras longas para uma eficiente integracao deste tipo (CREGG; RUSSEL, 1998).

2.13.6 - Pichia pastoris x outros sistemas de expressao

A levedura Pichia pastoris pode ser manipulada por métodos genéticos classicos tendo
capacidade de produzir altos niveis de proteinas heter6logas intra e extracelularmente,
além de atingir altas densidades em meios minimos de baixo custo (MACAULEY-
PATRICK et al.,, 2005). No sistema com Pichia pastoris, a expressdo extracelular é
bastante utilizada porque a levedura secreta baixo nivel de proteinas nativas e por isto a
purificacdo da proteina heterdloga se faz de maneira simples. A purificacdo das proteinas
de secrecdo extracelular é considerada mais simples do que aquelas de expressdo voltada
para o interior da célula (REES et al, 1999).

A maior vantagem do sistema heterélogo baseado em células de P. pastoris sobre 0s
sistemas de expressdo em bactérias é o potencial para fazer muitas modificacbes pos-
traducionais tipicamente associadas a eucariotos superiores, como processamento de
sequéncia sinais, conformacdo, formacgédo de pontes dissulfeto, certos tipos de adi¢do de
lipideos, e glicosilacBes, modificacGes necessarias para a atividade biologica das proteinas
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

O processo de glicosilagdo corresponde a transferéncia de oligossacarideos, a maioria o
acucar manose, aos aminoacidos da cadeia polipeptidica em formacdo (WATSON, 2006).
As glicosilacbes de proteinas heter6logas realizadas por P. pastoris e outros fungos nédo
parecem ser uma etapa tdo simples, no entanto, isto ndo constitui problema para producéao
da proteina recombinante em questdo, uma vez que a p26 nédo sofre glicosilacbes em sua
forma nativa (STEPHENS et al., 1986; HUSSAIN et al.; 1988).

Os sistemas baseados em leveduras metilotroficas ndo oferecem dificuldades
geralmente encontradas nos sistemas de producdo baseados em Saccharomyces cerevisiae.
Apesar de ser a levedura mais utilizada e bem conhecida geneticamente, a S. cerevisiae
possui uma série de inconvenientes como instabilidade mitdtica de linhagens
recombinantes, promove hiperglicosilacdo das proteinas e empecilhos na adaptacdo de
esquemas de producdo para escala industrial (CEREGHINO; CREGG, 2000;
MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Além disso, ndo atinge altos niveis de expressao,
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seus produtos revelam consideravel variabilidade conformacional e podem néo produzir as
proteinas em seus tamanhos originais (GELLISSEN; HOLLENBERG, 1997; BRADY et
al., 2001).

Para a expressdo em células de P. pastoris, a utilizagdo de um promotor forte, referente
ao gene codificante da enzima alcool oxidase (AOX), induzido por metanol, constitui uma
escolha econdmica (JESUS, 2008). A fermentacdo com Pichia pastoris pode ser feita
facilmente em larga escala para atender a demandas maiores, e 0s parametros que
influenciam a producéo e atividade da proteina como pH, aeragédo e quantidade de carbono,
podem se bem controlados (HIGGINS; CREGG, 1998). A referida levedura ndo é uma
forte fermentadora como a S. cerevisiae e consequentemente, ndo atinge com rapidez,
niveis toxicos de etanol e acido acético para as células (CEREGHINO et al., 2002).

Apesar de muitas publicacbes detalharem a utilizacdo de sistema de expressao como E.
coli e S. cerevisiae com fins investigativos, ainda hd muita dificuldade em encontrar
detalhes sobre o real processo de producdo das proteinas. Os niveis de producdo sdo
frequentemente omitidos ou ndo declarados em unidades comparaveis. Expressées como
“overexpressed” sdo muito utilizadas, oferecendo um dado qualitativo e ndo quantitativo.
Muitos pesquisadores publicam niveis de produgdo em unidades de bioluminescéncia, sem
relacionar esses nimeros para a produtividade de seu processo em particular, tornando
extremamente dificil estabelecer comparacdes entre a producdo de proteinas
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Em contraposicdo a Pichia pastoris ¢ uma
levedura que atinge gramas/litro de proteina e apresenta um padrdo de glicosilacdo mais
simples, semelhante aos mamiferos (SUDBERY, 1996).

Células de inseto, tais como Spodoptera e Trichoplusia demonstraram
ser competentes com relacdo a glicosilacdo das proteinas recombinantes, com a vantagem
de que as sequéncias do peptideo sinal sdo reconhecidos de um modo semelhante as células
de mamiferos (KING; POSSEE, 1992). No entanto, problemas tem sido relatados sobre a
"over-glicosilagdo” de proteinas (MORTON; PORTER, 2000).

Li et al. (2007), depois de clonar e expressar o0 gene codificante da enzima lacase B
advindo do basidiomiceto Trametes sp., em P. pastoris, analisou sua atividade enzimatica e
estabilidade. Além de ter sido obtido altos niveis da proteina recombinante, os resultados
também revelaram que o processo de producdo em P. pastoris (SODEN et al. 2002; LIU
et al. 2003) foi considerado mais seguro do que o utilizado em outros microrganismos
experimentais como Saccharomyces cerevisiae (LARSSON et al. 2001; BULTER et al.
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2003), Aspergillus niger (RECORD et al., 2002) e Aspergillus oryzae (HOSHIDA et al.,

2005), cujos autores descrevem rendimentos de lacase em niveis insatisfatorios.

2.13.7 — A estratégia de “codon usage” ¢ a integracdo do cassete de expressao

em P. pastoris.

Diferentes combinacGes de nucleotideos sdo capazes de codificar a mesma proteina.
Alguns organismos estdo adaptados a utilizacdo de codons especificos. Dessa forma,
quando se insere certo gene num determinado organismo, € possivel que a utilizacdo
preferencial de cddons deste Gltimo ndo esteja correlacionada ao inserto. Esse dado possui
um impacto significante na producdo de proteinas recombinantes (GUSTAFSSON et al.,
2004).

Quando codons ndo muito comuns ocorrem num gene heterélogo é pouco provavel que
a proteina recombinante seja expressa em altos niveis. Assim, 0s codons raros devem ser
identificados e modificados para codons preferenciais do hospedeiro utilizado, o0 que pode
ser feito por mutagénese dirigida ou por sintese de um gene inteiramente otimizado
(GUSTAFSSON et al., 2004). Segundo Hu et al. (2006) a otimizacdo dos codons e a
diminuicdo do contetdo G+C no gene sintético (de 56% para 43%) desempenharam efeito
marcante na produgdo protéica, proporcionando um aumento no rendimento da proteina de
até cinco vezes.

Diversos estudos comprovam, sob diferentes aspectos, a eficiéncia de sistema de
expressdo utilizando células de P. pastoris, tanto no que se refere a producédo de proteinas
extra e intracelularmente secretadas, quanto no que diz respeito a insercdo do cassete de
expressao, que pode ser integrativa ou epissomal (HASSLACHER et al., 1997; LI et al.,
2003; BAZAN et al., 2009). Mesmo assim, dados demonstram que alguns genes néo
expressam nenhuma quantidade mensuravel de proteinas em P. pastoris. Isto geralmente
estd associado as marcas de terminacdo transcricional em leveduras, representadas por
regibes génicas ricas em A-T, produtoras de RNAm truncados (ROMANOS, 1995). Tal
problema pode ser solucionado através da utilizagdo da estratégia “codon usage”, ou seja,
producdo de gene sintético com sequéncia nucleotidica otimizada para producdo de
determinada proteina direcionada especificamente a um microrganismo hospedeiro
(ROMANOS et al., 1992).

Era de se esperar que uma Unica cédpia do vetor de expressdo utilizando o promotor

AOX1 fosse suficiente para induzir a expressdo do gene de interesse em quantidades
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significativas (KOTZE, 2007). Em um estudo para otimizagio da expressdo em P. pastoris,
observou-se que o nimero de copias do gene ndo desempenhou efeito significativo na
expressao (HU et al., 2006). Por outro lado, alguns autores tém demonstrado que o
aumento no numero de copia de genes de interesse pode ter relacdo direta com o ganho nos
niveis de expressao (CLARE et al., 1991; VASSILEVA et al., 2001).

A obtencdo de linhagens com mudltiplas copias pode ser realizada através de dois
métodos distintos. Em um realiza-se um “screening” para identificar os clones com
maultiplas copias. E em outra, é introduzida maltiplas cdpias do cassete de expressao dentro

de um Unico vetor antes da transformacdo (CREGG et al., 1993).

2.13.8 - Fatores interferentes na fase indutiva da producdo da proteina

recombinante

2.13.8.1 - Nutricédo

A inducdo da producdo da proteina recombinante pelo promotor AOX consome quase
toda a energia obtida a partir da fonte de carbono indutora, de forma que muito pouco €
empregado no crescimento e na manutencdo celular. Algumas fontes de carbono e/ou
metabolitos presentes no meio de crescimento contendo metanol reprimem ou ndo induzem
o promotor AOX, comprometendo efetivamente a producdo protéica. Para contornar esse
empecilho, certas estratégias de cultivo envolvem uma mistura de diferentes fontes de
carbono néo repressoras que possam favorecer o crescimento e manutencao celular durante
a fase de inducdo, otimizando os niveis de expressdo em P. pastoris (MARIZ, 2009).

O cultivo de P. pastoris para producdo de proteinas heter6logas pode ser realizado
basicamente em trés estagios. No primeiro, a levedura recombinante é cultivada em meio
contendo uma fonte de carbono ndo fermentavel, como o glicerol. Apés a reducdo das
concentracdes deste nutriente no meio, inicia-se o segundo estagio, que corresponde a fase
de transicdo (INAN; MEAGHER, 2001).

Este segundo momento é importante porque proporciona a deplecdo dos produtos
metabolitos gerados durante o estagio inicial de cultivo, favorecendo o inicio da inducao.
Por fim, a adicdo de concentracBGes limitantes de metanol ao crescimento celular e
consequente produgdo da proteina recombinante caracteriza a terceira fase, também
chamada fase de indugdo. Um esquema alternativo de cultivo aborda a utilizagdo de

distintas fontes de carbono simultaneamente, onde uma possa promover o crescimento e
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divisdo celular e a outra possa induzir a producgdo da proteina heteréloga (como glicerol e
metanol, respectivamente). Embora este esquema potencialize a produtividade, a obtencao
maximizada dos niveis protéicos pode ficar comprometida pela auséncia de controle fino
dos niveis residuais de glicerol, que reprime parcialmente o promotor AOX1 (INAN;
MEAGHER, 2001).

O sorbitol € caracterizado como uma fonte de carbono nao repressora para P. pastoris,
proporcionando niveis de producdo similares aos obtidos quando se utiliza glicerol para
obtencdo de biomassa. Da mesma forma, manitol, trealose e alanina também sdo descritos
como fontes de carbono nédo repressoras (SREEKRISHNA et al.1997; CHAUHAN et
al.,1999). Xie et al. (2005) utilizaram o &cido latico como principal fonte de carbono para
producdo de angiostatina. A acumulacdo desta fonte no caldo fermentador ndo reprimiu a
expressao heterdloga, pelo contrario, seu rendimento aumentou em até 2,5 vezes. Através
de um estudo comparativo, ficou evidenciado que a taxa de crescimento celular no acido
latico era muito menor do que no sorbitol, enquanto a producdo volumétrica de
angiostatina apresentava-se mais elevada. A partir destes dados pode-se concluir que uma
maior quantidade de proteina recombinante foi produzida em uma menor densidade de

células, num periodo mais curto.

2.13.8.2 - Influéncia do pH, protedlise e temperatura

O efeito do pH na producdo de proteinas intracelulares ndo é tdo grande quanto o
observado no produto extracelular. A faixa étima de pH para crescimento e producdo em
P. pastoris esta entre 5 e 6 (INVITROGEN, 2007), mas alguns autores tém relatado que a
manutencdo do pH acima de 6 durante a fase de inducdo diminui a atividade de proteases
e, consequentemente, a degradacdo do produto extracelular recombinante. Resultados
semelhantes foram obtidos através da adicdo de acido casamino durante a inducdo
(SREEKRISHNA et al., 1997).

A proteolise ocorre na maior parte das células apos certo tempo de fermentacdo, sendo
resultado da liberagé@o de proteases extracelulares, estando intimamente relacionada ao pH
e a temperatura de cultivo (MARIZ, 2009). Durante a fermentacdo na producdo de
interferons (proteina secretada) recombinantes proveniente de ovinos em Pichia pastoris,
foram observadas taxas significativas de degradacdo protéica apos 48 horas da inducéo.
Proteases, cuja principal fonte era os vacuolos, foram encontradas em niveis crescentes no

citoplasma e no caldo de fermentacdo apds 48 h da inducéo, atingindo valores maximos em
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72 horas, quando o experimento foi concluido. Niveis de protease em diferentes fragdes de
celulas, bem como no sobrenadante da cultura, foram menores quando o glicerol foi
utilizado como fonte de carbono, ao invés de metanol. Pode-se concluir que o metabolismo
do metanol, juntamente com a lise celular contribui para o aumento da atividade
proteolitica e eventual degradacdo da proteina recombinante (SINHA et al., 2004).

Jahic et al. (2003) compararam a técnica de inducdo alimentada com metanol
(tradicional), com a técnica cujo controle de temperatura era mais rigoroso, para produzir
uma proteina de fusdo recombinante, secretada pela cepa Mut® de P. pastoris. A
concentracdo da proteina produzida no processo tradicional foi bem menor e com
significativa degradagdo proteolitica. No entanto, ao aplicar o processo com controle de
temperatura, o rendimento foi duplicado obtendo-se o produto completo, sem degradacéo
por proteases. Uma analise de citometria de fluxo mostrou o percentual de células mortas
durante o experimento, fato que se relaciona diretamente com a protedlise, uma vez que a
morte celular proporciona a liberacdo de proteases intracelulares para 0 meio. Concluiu-se
que trés mecanismos podem contribuir para 0 acimulo maior de produtos no processo com
controle mais rigoroso da temperatura, sdo eles: protedlise reduzida devido a baixa
temperatura, reducdo da morte celular e aumento da taxa de sintese, devido a maior
atividade da AOX. Este fato sugere a existéncia de uma temperatura étima para a atividade
da AOX.

Embora a faixa de temperatura considerada 6tima para P. pastoris seja entre 28 e30°C,
menores temperaturas podem aumentar a producdo da proteina recombinante. Li et al.
(2001) demonstraram que a utilizacdo de temperaturas reduzidas, mais precisamente 23°C,
refinaram a produtividade sem comprometer o crescimento celular. Por fim, a diminuicao
da temperatura de 30°C para 20°C durante a fase de indugdo, reduz os problemas de
enovelamento da proteina por conta da menor taxa de crescimento celular e, portanto,
confere mais tempo para 0 processamento protéico (HONG et al., 2002). No entanto, é
preciso avaliar com cautela as modificagcdes na temperatura de crescimento, pois isto pode

causar um estresse celular levando ao surgimento de efeitos contrarios aos esperados.

2.14 - Novas perspectivas na engenharia de producédo de proteinas recombinantes

em leveduras

Atualmente uma nova abordagem da engenharia genética tem sido o0 método mais Util e

eficaz para a superacao dos inconvenientes que influenciam a quantidade e a qualidade dos
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produtos gerados pelos sistemas de produgdo de proteinas recombinantes em leveduras,
consideradas como “unidades de producdo”. A producdo de proteinas heterdlogas em
leveduras, é muitas vezes, limitada a niveis relativamente baixos, 0 que pode estar
relacionado a uma gama de fatores como propriedades da proteina-alvo, tipo de célula
hospedeira, condic¢Bes de cultivo, sistema vetorial, escolha do promotor, codons utilizados,
sequéncias lideres, peptideos sinais, processamento, dobramento e secrecdo
(MATTANOVICH et al., 2004; NIEBAUR; ROBINSON, 2005).

A engenharia molecular tem direcionado esforcos com o objetivo de otimizar o
processo de secrecdo de proteinas recombinantes. Tal abordagem denota certo nivel de
complexidade uma vez que existe uma interdependéncia entre os diversos fatores acima
relacionados. Isso indica a necessidade no desenvolvimento de novas estratégias que
possam promover modificacGes capazes de tornarem os sistemas de producdo ainda mais
eficientes. A essa nova tendéncia da engenharia genética da-se o0 nome de p6s-gendmica.
Tais estudos envolvem conhecimentos em gendmica, protedmica, transcriptoma e dados
metabolicos. Uma das estratégias utilizadas tem sido direcionada a bibliotecas de cDNA de
levedura que superexpressam proteinas heterélogas. Além disso, ferramentas analiticas
como os microarranjos de DNA sdo considerados como fontes de dados para o
direcionamento dos efeitos fisioldgicos, regulacdo do estresse, e engenharia de linhagens
hospedeiras. Outras estratégias atuais de engenharia de producdo de proteinas
recombinantes nas células de leveduras tém sido trabalhadas em quatro topicos principais:
engenharia de enovelamento de proteinas e sistema de controle de qualidade do reticulo
endoplasmatico; engenharia da via intracelular de proteinas; minimizacdo de degradacédo
proteolitica pds-secrecdo; engenharia de glicosilagdo pos-traducional, neste caso mais
direcionado a producdo farmacéutica (IDIRIS et al., 2010).

Sauer et al. (2004) analisaram o diferencial do transcriptoma de uma cepa de P.
pastoris que superexpressa tripsinogénio humano em comparagdo com uma cepa incapaz
de expressar. Usando técnicas de rastreamentos classicos e véarias novas ferramentas de
pos-gendmica, muitos genes de levedura relacionados com a engenharia de secrecdo foram
encontrados. No entanto, é evidente que os genes identificados variam em funcéo, e que
uma unica modificacdo pode ter um efeito limitado sobre as proteinas de secrecdo. 1sso
indica a necessidade de varias modificacbes, como delecdo, co-expressdo ou
superexpressao de varios genes. Alguns autores demonstram claramente o efeito sinérgico
de varias modificacBes genéticas embora tenha ficado claro que outras modificagdes ou
combinacg6es fossem ainda necessarias (TAKEGAWA et al., 2009).
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Alguns estudos quanto a otimizacgdes de sistema vetorial e fermentacdo j& estdo bem
estabelecidos (BOER et al., 2007). Mais recentemente a engenharia de células vem
trabalhando para ajustar a maquinaria celular em prol da producdo da proteina-alvo. Estes
processos progridem rapidamente, fornecendo informacdes sistematicas e solucdes para

superar os gargalos do sistema de secregdo em leveduras (IDIRIS et al., 2010).
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Abstract

Equine Infectious Anemia (EIA) is an important lentivirose in horses, characterized by a
chronic and degenerative profile, causing many economic losses. Positive animals for Agar
Gel Immunodifusion (AGID) assay remain so throughout life, what justifies the great
concern and disease surveillance. The aim of this study was to use Pichia pastoris yeast
cells for expression of p26 gag region of Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) for
diagnostic uses. With this purpose the EIAV p26 gene was sintetized and codon-optimized
for expression in P. pastoris. The insert was cloned into pPICZaA expression vector after
appropriate enzymatic digestion. P. pastoris cells transformed with the construction
pPICZaAp26 were induced to product the p26 recombinant protein under the regulation of
AOX1 promoter by adding methanol to the culture medium. Analysis of p26 gene
expression was performed by RT-PCR and the production of recombinant protein was
evaluated by Dot blotting and AGID assay. Although there have been hundreds
recombinant proteins produced in eukaryotes, this is the first report of EIAV gag p26

protein production in yeast cells.

Key-words: Pichia pastoris, EIAV, expression, p26, AGID.
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1. Introduction

Equine Infectious Anemia (EIA) is a viral disease of horses caused by a
macrophage-tropic Lentivirus is a member of Retroviridae family (Craigo et al., 2009).
The EIA is recognized as the most important viral disease in horses, due to persistent
infection and its severe degenerative form (Harrold et al., 2000). The disorder is mainly
distributed in areas of hot and humid climate, reflecting their main form of transmission,
made by hematophagous insects of the Tabanidae family (Issel and Foil, 1984). Infected
animals are a constant source of infection, whereas more than 95% are asymptomatic and
there is still no effective treatment or vaccine against the disease, laboratory diagnosis
plays a decisive role in the control and prevention of this illness (Ferraz et al., 1998).

The detection of antibodies to EIAV through serological tests such as AGID
(Coggins Test) and ELISA are recommended by the World Organization for Animal
Health (OIE) as official tests for international equine transit (OIE, 2010). The main
serological tests were developed for antibodies against the p26 protein, which represents
about 40% of EIAV total proteins (Montelaro et al.,1982; Kong et al., 1997). The main
serological tests were developed for antibodies against the p26 protein, which represents
about 40% of EIAYV total proteins (Montelaro et al.,1982; Kong et al., 1997). Although the
antibody titers against p26 are lower than those produced against the viral glycoproteins,
the use of p26 as antigen in serological probes is justified for its immunogenicity (Leroux
et al., 2004). Furthermore, this protein is highly conserved among different viral strains
from different geographic locations, with a maximum of 12% of genetic variability
(Hussain et al., 1988; Zhang et al., 1999).

Most studies on the diagnosis of EIA report the production of viral antigens from
cell cultures infected with EIAV (Montelaro et al., 1984; Bouillante et al., 1986; Kings and

Leite, 1994). However, host proteins present in the test antigen can produce interference,
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contributing to obtain conflicting results (Alvarez et al., 2007a). Some works have been
performed in order to produce EIAV p26 protein in heterologous expression systems, such
as Escherichia coli (Piza et al., 2007) and insect cells (Kong et al., 1997). These systems
are characterized by being more secure, efficient and capable of producing a purified
antigen, suggesting greater homogeneity in the production, unlike the system of antigen
production in cell culture (Rossmanith and Horvath, 1989; Burki et al., 1992). It is reported
that recombinant EIAV p26 antigens are reliable reagents for the serologic diagnosis of
EIA (Archambault et al., 1989; Birkett et al. 1997, Jin et al., 1999, Alvarez et al., 2007b).

Although the E. coli expression system is considered simple and inexpensive, it is
known for its limitations on the ability to perform post-translational modifications. In
addition, protein expressed in prokaryotes systems often produce insoluble aggregates
known as inclusion bodies (Cereghino and Cregg, 2001; Pokoj et al., 2010, Porro et al.,
2010). Alternatively, it can be used Pichia pastoris, a methylotrophic yeast, mesophilic
homotalic, facultative anaerobic, naturally haploid in vegetative state and that is multiplied
by multilateral budding (Cereghino and Cregg, 2000). The Pichia pastoris expression
system has several advantages over the others heterologous expression systems, including
the easy genetic manipulation and the ability to produce and secrete high levels of
heterologous proteins in media of low cost, from which are easily retrieved (Macauley-
Patrick et al., 2005). Additionally, there are reports confirming that the yield of
recombinant proteins derived from P. pastoris yeast cells is much higher than the results
obtained in the E. coli system (Pokoj et al., 2010).

Hundreds of recombinant proteins have been produced in eukaryote cells; however,
this is the first report of EIAV gag p26 protein production in yeast cells.

2. Materials and methods

2.1 Cloning of synthetic EIAV p26 gene
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The EIAV p26 gene was codon-optimized for expression in P. pastoris, through the
Epoch Biolabs (Texas, USA), based on the sequence of Wyoming strain viral genome
deposited in GeneBank (access number NC_001450). This synthetic gene was cloned into
pBluescript 11 SK plasmid, containing basically the optimized gene sequence fused to poly-
histidine tag in the C-terminal portion, to facilitate immunodetection of the protein.

The P. pastoris strain used was X-33, wild type genotype, Mut® phenotype
(methanol utilization plus) (Invitrogen). For the expression, it was used pPICZaA vector
(Invitrogen), constituted by a a-Factor signal sequence in order to secrete the protein, the
AOX1 promoter, the AOXITT termination region and the Sh ble gene that confers
resistance to the zeocin™ drug.

Competent E. coli DH5a cells were transformed with the constructs containing the
codon-optimized EIAV p26 gene. After plasmidial DNA extraction with commercial Kit
(Qiagen), it was performed a digestion reaction with Xhol and Notl restriction enzymes
(Promega). The released insert by enzymatic reaction was cloned into the expression
vector, previously digested with the same enzymes, generating the pPICZaAp26
construction. P. pastoris cells were transformed by electroporation with the expression
cassette linearized by digestion with the Sacl restriction enzyme and grown on plates
containing YPDS medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose, 1M sorbitol, 2%
agar) supplemented with 100ug/ml zeocin (Invitrogen).

The recombinants obtained by zeocin selection were analyzed for the presence of
the expression cassette by colony PCR with the following conditions: initial denaturation at
94°C for 4 min, 35 cycles of 94°C for 1 min, 55°C for 1 min and 72°C for 2 min, and a
final extension at 72°C for 10 min. For this amplification, it was used the a-FactorF,
AOX1F and AOX1R primers, provided in EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen,

2007).
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2.2 - Production of recombinant EIAV p26 protein in P. pastoris

The production of recombinant p26 was evaluated based on the immunodetection
of the protein and RT-PCR from P. pastoris cells induced by methanol. Initially, we
performed a screening of 100 transformants in deep well plates with 1 ml of MGY
medium (1% yeast extract, 2% peptone, 1.34% yeast nitrogen base, 4 x 10°% biotin, 1%
glycerol), distributed in each well. After 24 hours of growth in glycerol, the cells were
harvested and resuspended in MMY medium (the same composition of MGY, except that
0.5% methanol instead of glycerol). After 24 and 48 hours, it was added to the medium
methanol to a final concentration of 1%. The supernatants were quantified and subjected to
Dot blotting assay using anti-His antibody conjugated to alkaline phosphatase (Sigma)
diluted 1:10000.

Two clones (1 and 2) showed more intense reaction in the Dot blotting assay and
they were selected for induction in baffled flasks in accordance with the EasySelect™
Pichia Expression Kit Manual. The induction assay was performed into an orbital shaker
at 28°C with agitation speed of 200 rpm for 72 hours. Every 24 hours, 1% methanol was
added and aliquots were collected for analysis of growth curve, pH variation, presence of
RNA and protein detection. As negative control, it was used P. pastoris strain X-33
transformed with pPICZAa expression vector without insert.

Total RNA from P. pastoris recombinants induced by methanol was extracted
using a commercial kit (Qiagen) following the manufacturer's recommendations. The
EIAV p26 mRNA was detected by RT-PCR using the ImProm-11"™ Reverse Transcription
System (Promega). For RT-PCR, we designed the oligonucleotide primers p26F 5'-
TGAGGAGATGAACGCTTTC-3" and p26R 5-GCCTTTGGCTTACCGATC-3', based on

the codon-optimized nucleotide sequence of the gene, which flanks a central region of the
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p26 gene, producing a 300 bp fragment. Finally, clones 1 and 2 were submitted to new Dot
blotting assay with 0.6 ug of protein.

2.3 AGID

For the Agar Gel Immunodiffusion assay, it was used the recombinant p26 antigen
recovered from 80 ml of centrifuged supernatant (10000g for 5 min), 4- and 80-fold
concentrated in 40% PEG 6000 solution (Vetec Quimica Fina, Sdo Paulo, Brazil) diluted in
1x PBS using dialysis membrane (Thomas Scientific, USA / Canada) and PMSF (10mM).
The antigen-antibody reaction in 1% agarose gel (Invitrogen) was obtained using a
standard positive serum (Bruch, Sdo Paulo, Brazil). As a negative control it was used
supernatant from P. pastoris transformed with the pPICZaA expression vector.

3. Results

The optimization of the p26 gene for expression in P. pastoris resulted in a range of
21% from the nucleotide sequence of the reference viral strain. In cloning process, after
overnight incubation, we observed the growth of E. coli DH5a colonies transformed with
the pPICZaAp26 construction in medium containing zeocin. Enzymatic digestion of
recombinant plasmid DNA resulted in the release of 750 and 3600 bp fragments from the
p26 gene and the pPICZaA expression vector, respectively (Fig. l1a), indicating the
pPICZaAp26 construction, which was confirmed by sequencing.

P. pastoris cells transformed with the pPICZaAp26 construction were submitted to
colony PCR using the o-FactorF and AOXI1R primers. The analysis revealed the
amplification of a 1050pb fragment (Fig. 1b), corresponding to 300pb from a-Factor plus
750pb from the p26 gene. In the PCR reaction using AOX1F and AOX1R,a fragment of
2.2 Kb was amplified, referring to the AOX1 gene (Fig. 1c) indicating the Mut™ phenotype.

During the period of induction the growth rate of the recombinants ranged from 2.5

x 10%t0 2.7 x 10° cells/ml while the pH varied between 5.5 to 6.3 in the end of 72 hours of
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induction. The RT-PCR of P. pastoris cells resulted in a 300 bp fragment covering the
central region of the nucleotide sequence that encodes the EIAV p26 protein (Fig. 1d),
confirming the presence of p26 MRNA in yeast. Besides, the p26 protein was
immunodetected by Dot blotting assay (Fig. 2).

The AGID serological test using recombinant p26 antigen 4x and 80x concentrated
showed precipitation lines due to the reaction of the recombinant antigen with the antibody
in standard serum used in both concentrations. This result suggested the recovery of
significant levels of protein, and demonstrated its biological activity.

4. Discussion

The pPICZoAp26 construction was integrated into the P. pastoris genome and
confirmed by colony PCR. The heterologous gene expression, in turn, was detected by RT-
PCR, Dot blotting and AGID, confirming the p26 gene transcription and protein
production. Such levels can vary widely depending on their characteristics. It is known that
some genes do not express measurable amount of protein in P. pastoris, due to marks of
transcriptional termination, represented by A-T rich regions, which produce truncated
mMRNA (Romanos, 1995). In order to minimize limitations regarding the A-T content and
increase the levels of protein expression, p26 gene was synthesized using preferred codons
for P. pastoris with 55% A-T content, a percentage considered capable to enhance the
expression levels (Sreekrishna et al., 1997).

The positivity of Dot blotting assay indicates that p26 was expressed in its integrity,
once the poly-histidine tag responsible for antigen / antibody reaction is fused to the C-
terminal recombinant protein. Additionally, the Dot blotting results show that the protein
was secreted, which is highly desirable for future stages of its purification (Romanos et al.,

1992).
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The induction was performed in classic culture medium recommended for P.
pastoris, in baffled flasks with agitation, in order to increase aeration, starting from a
concentration of 0.5% methanol, reaching a maximum of 1%. Besides the genomic
adjustments, phenotypic variables, especially growth conditions such as temperature, pH,
aeration, ionic concentration and cell density, can influence the quality and quantity of
protein. The high cell density can limit the availability to dissolved oxygen, its increase
leads to the formation of intracellular vacuoles rich in soluble proteases capable to reduce
the quality of protein (Sinha et al. 2004; Bahrami et al. 2007). All these parameters must be
set, but especially the concentration of available methanol in the medium, which can
negatively affect the transcription rates of the heterologous gene (Cereghino, 2002). The
methanol metabolism demands high rates of oxygen and may have an inhibitory effect
above 1% to the final concentration (Glieder and Hartner, 2006).

Several studies confirm the success of the P. pastoris expression system, both as
regards the production of proteins extra and intracellularly, as in what concerns the
insertion of expression cassette, which can be integrative or epissomal (Hasslacher et al.
1997, Li et al. 2003; Bazan et al., 2009). Although the expression of heterologous proteins
in P. pastoris can be successfully performed in flasks, it is clear that production levels are
higher with the use of fermenters, where it is possible the precise control of culture
conditions (Cereghino et al., 2002). Although not conducted in these conditions, detectable
levels of p26 were observed by Dot blotting in supernatants from recombinant induced by
methanol. The results obtained with AGID, besides confirming the production of
recombinant protein, suggest that p26 is found in significant levels in view of the positive
results of tests using lower concentrations of the supernatant. Additionally, this result also
confirms the biological activity of the recombinant protein, a highly desirable characteristic

typically associated with eukaryotes products (Macauley-Patrick et., 2005).
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Conclusions

The P. pastoris system expression was able to produce the EIAV gag p26 protein.
However, it is necessary to improve the bioprocesses involved in the achievement and
recovery of p26 antigen so that it can be used in diagnostic tests such as AGID and ELISA,
providing an alternative to those produced in cell culture or others heterologous expression
systems (Reis and Cerqueira, 1994, Kong et al. 1997, Alvarez et al. 2007b; Piza et al.,
2007).
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Figure 1. Cloning and expression of EIAV p26 protein. (A) Enzymatic Reaction: release of 750pb
fragment (EIAV p26 gene) and 3600pb fragment (pPICZaA expression vector) by digestion with Xhol /
Notl enzymes; M - 1Kb molecular marker (Ludwig Biotec); PP - pPICZaA expression vector only; 1-4 -
plasmid DNA samples extracted from E. coli. (B) Colony PCR of P. pastoris X-33/pPICZoAp26 using
a-FactorF and AOX1R primers: amplification of a 1050pb fragment (300pb from a-Factor + 750pb from
p26 gene); C+ - pPICZaAp26 plasmid; C- - water, negative control. (C) Colony PCR of P. pastoris X-
33/pPICZaAp26 using primers AOX1F and AOX1R: amplicons of 1300 bp (588pb from vector + 750 of
the insert) and 2200pb regarding the AOX1 gene from P. pastoris; 1 and 2 - P. pastoris transformants.
(D) RT-PCR of P. pastoris X-33/pPICZaAp26 colonies after 72 hours of methanol induction using p26F
and p26R primers: amplicon of 300 pb, relative to the central region of the nucleotide sequence that
encodes the EIAV p26 protein; 1 and 2 - P. pastoris transformants; C- - water, negative control ; C+ -

pPBSKp26 plasmid.
1 2 C-

-

E

Figure 2. Immunodetection reactions of p26 protein by Dot blotting. Aliquots of supernatant from
clones 1 and 2 after 72 hours of methanol induction quantified in 0.6pg by Bradford method. Aliquot of
supernatant from the negative control (P. pastoris transformed with expression vector only).
Immunodetection performed with anti-His antibody conjugated to alkaline phosphatase, dilution
1:10000.

Figure 3. Agar gel immunodiffusion with recombinant EIAV p26. Lines of precipitation resulted from
the antigen / antibody reaction in agarose plate. (A) In the central well, 20 ul aliquots of the
recombinant antigen (80x concentrated supernatant); wells 1,3 and 5 - aliquots of 20 ul of positive
standard serum; wells 2,4 and 6 - no sample. B) Negative control (supernatant of P. pastoris
transformed with expression vector only), no precipitation lines. Readings were taken with 48 hours of
reaction.
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5 - CONSIDERACOES FINAIS

Neste experimento obteve-se a constru¢ao do cassete de expressdo pPICZaAp26, que
foi integrado ao genoma celular da linhagem X-33 da levedura Pichia pastoris. A presenca
do RNAmM do gene p26 foi detectada por RT-PCR e a producéo da proteina foi confirmada
por Dot Blot com anticorpo anti-His.

Novos estudos serdo realizados como intuito de melhor conhecer a dinamica da
producdo da proteina recombinante p26 de VAIE em Pichia pastoris. Faz-se necessario
padronizar e otimizar os bioprocessos envolvidos neste sistema para obter um antigeno
estavel, purificado, capaz de ser Gtil para fins diagnosticos. Pretendemos ainda investigar
0s niveis de transcricdo dos RNAm de p26, através da quantificacdo por gPCR, durante
cada fase no processo indutivo. Além disso, iremos direcionar o uso da técnica PCR em
tempo real para deteccdo do genoma de VAIE em animais sintomaticos e assintomaticos

em diferentes tecidos.



