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RESUMO

A Doenca de Aujeszky (DA) € causada pelo Herpesvirus Suino 1 (SHV1), que acomete uma
ampla variedade de animais, sendo o suino o hospedeiro principal. A DA tem causado
consideraveis perdas econémicas diretas e indiretas a industria suinicola mundial, decorrentes
do impacto na producdo. O emprego de medidas de controle utilizando teste diagnostico
capaz de diferenciar os animais infectados dos animais vacinados e a retirada dos animais
positivos do plantel é fundamental para controlar a disseminacdo do virus. O uso de vacinas
deletadas para o gene gE do SHV1 tem sido utilizada para diminuir os sinais clinicos e a
transmisséo do virus. Apesar de alguns epitopos do gene gE ja terem sido clonados no sistema
de expressdo Pichia pastoris, a porcéo referente aos epitopos extramembranares, utilizando
sequéncia sintética (gEs) cddon otimizada para esta levedura, ainda ndo foi clonada neste
sistema. Neste trabalho essa sequéncia foi clonada e expressa em P. pastoris, que produziu o
antigeno recombinante gEr. O gEs foi clonado nas linhagens X-33 e KM71H dessa levedura.
As duas linhagens clonadas foram induzidas a expressar gEr. A proteina recombinante foi
identificada em ambos os clones por colloning blot e visibilizada em gel SDS-PAGE,
revelando uma proteina de aproximadamente 50 kDa.



ABSTRACT

Aujeszky's disease (AD) is caused by Suid Herpesvirus 1 (SHV1) and affects a wide variety
of animals, the pig being the most important host. The DA has caused considerable direct and
indirect economic losses to the pig industry worldwide, from the impact on production. The
use of control measures using diagnostic test able to differentiate infected animals from
vaccinated animals and removal of positive animals in the squad is key to controlling the
spread of the virus. The use of vaccines for the gE gene deleted of SHV1 has been used to
decrease clinical signs and virus transmission. Although some epitopes gE gene has already
been cloned into the Pichia pastoris expression system, relative to the portion
extramembranares epitopes using synthetic sequence (gEs) yeast codon optimized for this has
not yet been cloned in this system. In this work this sequence was cloned and expressed in P.
pastoris, which produced the recombinant antigen gEr. The gEs was cloned in strains X-33
and KM71H this yeast. The two strains were induced to express cloned gEr. The recombinant
protein was detected in both clones by colony blot and visualized on SDS-PAGE gel,
revealing a protein of approximately 50 kDa.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Doenca de Aujeszky (DA), causada pelo Herpesvirus Suino 1 (Suid herpesvirus 1 —
SHV1), pode levar a consideraveis perdas econdmicas diretas e indiretas a industria suinicola
mundial, decorrentes do impacto negativo na producéo, restricdo ao comércio internacional de
produtos suinos, eliminacdo dos animais infectados dos rebanhos e custo com as medidas de
controle. A DA ¢é uma doenca de notificacdo obrigatdria, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude Animal - OIE (OIE, 2011), o que pode levar a criacdo de barreiras sanitarias que
impossibilitem o comércio no mercado internacional ou diminuam o valor da carne suina
originaria de paises afetados.

O Brasil estd no quarto lugar no ranking mundial de exportacdo de carne suina. Com 0
terceiro maior rebanho do mundo e em franca expansdo para novos mercados como a China e o
Japdo, fica evidente a necessidade de controlar a DA. Este setor apresenta demanda crescente
por insumos, como Kits de diagnostico, necessarios as medidas de controle da DA.

No Brasil, ndo ha estudo detalhado do impacto negativo da DA em todas as regides
produtoras de suinos. No estado de Santa Catarina estima-se em quase um milhdo de reais as
perdas causada pela DA (ZANELLA e MORES, 2001). Em 2003, 5.075 animais foram
destruidos e 29.350 foram abatidos devido as medidas de controle da doenca.  Diversos paises
adotam programas de controle ou erradicacdo da DA. Dentre as medidas de controle adotadas
estdo a vacinacdo dos suinos com vacina deletada para o gene gE do SHV1, sem que haja
comprometimento da replicagdo viral; paralelamente é feito o monitoramento dos rebanhos por
teste de diagnostico para deteccdo de anticorpos especificos para a proteina g (OIE, 2012).

Baseado nas legislagcBes do Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuéria
(SUASA) e nas recomendac@es da OIE, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) elabora as diretrizes para a saude animal e define requisitos sanitarios e agdes de
combate as doencas. Segundo o Programa Nacional de Sanidade Suidea (PNSS), coordenado
pelo MAPA, no caso da DA, a estratégia do Brasil € a regionalizagdo das a¢bes (BRASIL, IN 08
de 2007), contudo a adesdo dos Estados da Federacao é voluntaria. Além disso, considerando a
importancia econémica da suinocultura e visando evitar a disseminacdo de doencas e assegurar
niveis desejaveis de produtividade, foi estabelecida a certificagdo de granjas de reprodutores
suideos (GRSCs) livres de importantes enfermidades, como a DA (BRASIL, IN 19 de 2002).
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Assim, a comercializagdo e distribuicdo, no territdrio nacional, de suinos destinados a
reproducdo, assim como a sua participacdo em exposicoes, feiras e leildes, sdo permitidas
somente aqueles provenientes de GRSCs, que sdo monitoradas semestralmente para DA, através
de testes soroldgicos (BRASIL, 2011).

Dentre as proteinas existentes no SHV1 destacam-se duas, pela capacidade de induzir
imunidade, a glicoproteina gB, que é a mais conservada entre as proteinas do SHV1 e é essencial
para o0 desenvolvimento do virus; e a glicoproteina gE, que ndo é essencial para o
desenvolvimento do virus, porém a sua auséncia reduz a capacidade do virus causar a doenca.
Por isto a gE € deletada nas vacinas atenuadas de SHV1 empregadas no Brasil (FONSECA
JUNIOR, 2008). Como consequéncia, suinos infectados produzem anticorpos contra todas as
proteinas virais (gB, gE etc), enquanto que os vacinados, com vacina deletada, ndo produzem
anticorpos contra gE. Os testes soroldgicos convencionais ndo distinguem se o animal € positivo
porque foi vacinado ou porque esta infectado, o que impede 0 uso conjunto dessas medidas.

Por induzir boa resposta imunoldgica e ser bem preservada nas amostras virais de campo,
inclusive amostras brasileiras, a proteina gE do SHV1 pode ser usada em testes diagndsticos
para diferenciacdo de animais naturalmente infectados dos vacinados com vacinas deletadas para
esse gene, permitindo assim a adogéo conjunta da vacinacao, teste e eliminacdo dos portadores
de anticorpos especificos para a proteina g (VAN OIRSCHOT, 1986; MENGELING et al.,
1997; FONSECA JUNIOR, 2008).

A proteina gk do SHV1 é glicosilada. Assim, através da engenharia genética so pode ser
produzida usando-se sistemas que realizem a glicosilacdo para que a proteina recombinante se
assemelhe a nativa de origem viral. No Brasil foi desenvolvido um protocolo para expressao da
proteina gE recombinante em baculovirus (DAMBROS et al., 2007). O uso de baculovirus e de
outros sistemas de expressdo baseados em células de mamiferos sdo capazes de produzir
proteinas muito parecidas com as nativas, no entanto, apresentam baixa expressdo, alto custo
com o cultivo celular e dificil processo de purificagdo (SHULER e KARGI, 2001). Por outro
lado, leveduras como Sacharomices cerevisae e Pichia pastoris, realizam a maioria das
modificag¢Oes das células animais, inclusive modificacGes pds-traducionais como a glicosilacéo,
e tém a melhor relacdo beneficio/custo para producdo em alta escala (MACAULEY-PATRICK
et al., 2005). Apesar de alguns epitopos da gE ja terem sido clonados em Pichia pastoris esse
sistema ainda nao foi empregado para expressdo da proteina g do SHV1 utilizando cédons

otimizados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Produzir glicoproteina g do SHV1 recombinante (gEr) e imunoreativa em Pichia

pastoris transformada com o gene gE sintético (gESs).

2.2 Especificos

« Obter clones de P. pastoris transformados com um gene sintético (gEs) coédon otimizado
construido a partir da sequéncia do gene gE do SHV1;

« Expressar o ger em cultivo de clones de P. pastoris transformados com o gene gEs;

« Produzir gEr imunoreativa de facil concentracédo a partir dos sobrenadantes de cultivos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Suinocultura

A carne suina € a proteina animal mais consumida no mundo, oferecendo varios
beneficios a salude. Além de fonte proteica é rica em vitaminas e minerais que garantem uma
alimentacdo saudavel e balanceada. A gordura da carne suina encontra-se, em grande parte,
localizada abaixo da pele e apenas 20 a 22% encontra-se entremeada no musculo. Esta
caracteristica permite ao consumidor maior controle na ingestdo de gordura, pois possibilita a
remocdo de grande parte do tecido adiposo e o preparo de pratos menos caloricos
(SARCINELLI, VENTURINI e SILVA, 2007; ABIPECS, 2013).

A restricdo médica a utilizacdo sem restricdes da gordura animal na dieta humana e a
substituicdo desta pela gordura vegetal provocou mudancas no perfil da producdo de suinos no
mundo. Nos Gltimos anos houve a progressiva substituicdo do suino tipo banha (grande produtor
de gordura) pelo suino tipo carne (menor producdo de gordura), onde neste houve a reducdo de
31% da gordura, 10% do colesterol e 14% das calorias, atendendo assim as novas exigéncias do
mercado (BRASIL, 2013).

O Brasil é o quarto maior produtor e exportador de carne suina, representando 10% do
volume exportado no mundo, ficando atrds apenas da China, Unido Européia e EUA. O Brasil
produziu 580 mil toneladas desta carne em 2012, chegando a lucrar mais de US$ 1,3 bilhdo, e a
estimativa de aumento na producdo em 2013 € de quase 13%, podendo chegar a 21% em 2018 e
2019. Os precos desses produtos projetam uma elevagéo de até 10% para 2013, 0 que pode gerar
aumento na receita com exportacdo de 20% no mesmo ano. Esse crescimento observado no setor
estd estimulando o aumento dos investimentos na suinocultura industrial (BRASIL, 2013;
ABIPECS, 2013).

O grande fator que implica no volume de exportacdo de carne suina e influencia no
surgimento de barreiras econémicas no Brasil é a situacdo sanitaria atual do pais. Paises como
Coréia do Sul, India, Africa do Sul, México e alguns outros, que sio potenciais consumidores
deste produto, ndo importam a carne brasileira principalmente pela situacdo sanitaria dos nossos

rebanhos em relacdo a Febre Aftosa, onde o Brasil é considerado livre apenas no Estado de

12



Santa Catarina, e nos demais Estados é livre com vacinacdo. (ABIPECS, 2013).

ahm EXPORTAGOES BRASILEIRAS DE CARNE SUINA
JAN | NOV 2012 X JAN / NOV 2011
TONELADA USS MIL PRECO MEDIO
2012 2011 % 2012 2011 % 2012 2011 %

JANEIRO 38.177 34.809 9,68| 97.413 93.029 2,71 2.552 2.673 4,53
FEVEREIRO | 37.768 39060  -3,31 96.392 100.582 4,17 2.552 2575  -0,89
MARCO 47.787 44.299 7,87 121.552 117.466 3,48 2.544 2652 -4,07
ABRIL 47.734 50944  -6,30 125216 145410  -13,89 2.623 2854  -810)
MAIO 53.404 44988 18,71 138.382 126.645 9,27 2.591 2815  -7,95
JUNHO 43.913 52752  -16,76 108397  152.134  -28,75 2.468 2.884  -14,41
JULHO 44.243 36.104 22,54 108.275 93.854 15,37 2.447 2600  -586
AGOSTO 54.717 45887 19,24 134.425 122.093 10,10 2.457 2.661 -7,67,
SETEMBRO | 60.442 41.405 4598] 157.648  113.852 38,47 2.608 2.750 -5,14|
OUTUBRO 61.742 46.200 33,64 166.388  135.236 23,04 2.695 2927 -7,94
NOVEMBRO | 51.094 43.039 18,72 137319 130.623 5,13 2.688 3.035  -11,45

DEZEMBRO _ _ _ _
TOTAL 479.487  12,83| 1.391.407] 1.330.924 2,54 2.572 2.776 __ -7,35|

Fonte: ABIPECS, 2013.

O suino, assim como qualquer animal, esta sujeito a infeccdes que podem interferir em
sua produtividade ou até mesmo resultar em morte. Doencas geram perdas tanto na producédo
como na comercializacdo de animais e produtos derivados, sendo necessario 0 emprego de
medidas profilaticas para o controle de tais infeccdes. A instituicdo de programas adequados de
vacinacdo e manejo sanitario permite o controle da disseminacdo de patégenos no plantel, e
diminui a taxa de animais infectados (BRASIL, 2011; ABIPECS, 2013; PUSIC et al., 2011).

Sdo diversos 0s agentes patogénicos que acometem suideos. Podem ser bactérias,
parasitas, protozoarios ou virus. Brucelose, Leptospirose, Tuberculose, Salmonelose, Meningite
Estreptocdcica, Colibacilose, Clostridiose, Rinite Atrofica, Doenca de Glasser, Cistecercose,
Toxoplasmose, Coccidiose, Sarna, Peste Suina Classica, Parvovirose Suina, Circovirose Suina,
Rotavirose Suina e Doenca de Aujeszky sdo exemplos de enfermidades frequentes em rebanhos
suinos. Dentre essas enfermidades a Peste Suina Classica e a DA possuem programas proprios
de fiscalizagdo no Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria (SUASA), para

controle e erradicagdo das mesmas (BRASIL, 2011).

3.2 Doenca de Aujeszky (DA)

A DA foi descoberta por Aladar Aujeszky, médico veterinario hlingaro que conseguiu
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reproduzir a enfermidade no ano de 1902 (AUJESZKY, 1902). A doenca foi observada
inicialmente em bovino e no cdo, e mais tarde em felino e em outras espécies. Nos EUA a DA
foi identificada como a doenca "mad-itch” em 1931, s6 depois que foi confirmada como sendo a
DA, e ficou conhecida como pseudoraiva (PRV) pela semelhanca clinica apresentada com a
raiva (HIPOLITO, FREITAS e FIGUEIREDO, 1965; LEE e WILSON, 1979).

O primeiro caso observado da DA no Brasil ocorreu em S&o Paulo em 1912, e a doenca
foi disseminada por varios outros Estados. No final da década de 40 o pais ficou conhecido
como o maior foco da DA no mundo, onde ocorreram 111 surtos (HIPOLITO, FREITAS e
FIGUEIREDO, 1965).

A DA estd na lista de Infecches e Infestagbes da OIE que exige notificacdo do
surgimento de casos e surtos (OIE, 2013), e é responsavel por consideraveis perdas econdémicas
diretas e indiretas a industria suinicola mundial, decorrentes do impacto na producdo, havendo a
eliminacdo dos animais infectados dos rebanhos e restricdo ao comércio internacional de seus
produtos.

O agente causador da DA €é o Hespesvirus Suino 1 (Suid herpesvirus 1 — SHV1), que
acomete varias espécies de mamiferos. Na maioria das espécies a infeccdo apresenta taxa de
mortalidade de 100%, inclusive nos suinos jovens. Primatas, inclusive 0 homem, e animais de
sangue frio sdo refratarios, enquanto que equinos apresentam relativa resisténcia a infeccao pelo
SHV1 (METTENLEITER, LUKACS e RIZHA, 1985; METTENLEITER, 1996; PUSIC et al.,
2011).

3.3SHV1

O SHV1 e um DNA virus, também conhecido por virus da pseudoraiva ou virus da DA,
pertence a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género
Varicellovirus. Baseado na similaridade gendmica, quatro @géneros compdem 0S
Alphaherpesvirus: Varicella-Zoster virus (VZV), Herpes Simplex virus tipo 1 (HSV1),
Infectious Laryngotracheitis virus (ILTV) e Virus da Doenca de Marek (VDM)
(METTENLEITER, 1996; ICTV, 2011).

O SHV1 possui tamanho entre 200 e 250 nm, é composto por capsideo icosaédrico

14



simétrico formado por nucleoporteinas; tegumento, que € uma estrutura proteindcea amorfa,
envolta por uma bicamada lipidica, o envelope; seu material genético é composto por uma fita
dupla de DNA (METTENLEITER, 1996; KLUPP et al., 2004; POMERANZ, REYNOLDS e
HENGARTNER, 2005). O genoma é formado por duas regiGes, um segmento Unico longo
(Unique long — UL) e um segmento Unico curto (Unique short - Us), que juntas contém 70
genes, com tamanho de aproximadamente 150 kbp. Vérias sdo as proteinas sintetizadas a partir
dessa estrutura génica. As glicoproteinas estdo envolvidas em importantes interagdes virus-
hospedeiro, sendo imprescindivel a presenca de algumas (gB, gH, gD, gL e gK) para que ocorra
a replicacdo viral. J& as proteinas gC, gE, gG, gl e gM sédo consideradas ndo essenciais para a
replicacdo do virus, onde seus respectivos genes podem ser deletados para formar novas cepas
possiveis de serem usadas como vacinas por ndo apresentarem viruléncia (Fig. 1)
(METTENLEITER, 1996; MENGELING et al., 1997; MORENKOV et al, 1997a;
POMERANZ, REYNOLDS e HENGARTNER, 2005).

Figura 1. Particula viral dos Herpesvirus com quatro estruturas morfologicamente diferenciaveis: O ndcleo interno
contendo o genoma de DNA linear de cadeia dupla é localizado no interior de um capsideo icosaédrico, que é
rodeado por uma camada de mais de 15 proteinas diferentes, que constituem o tegumento. A particula é envolvida
pelo envelope, camada lipidica contendo proteinas, principalmente as glicosiladas (METTENLEITER, 2003,

adaptado).

O SHV1 é um virus multitropico. Na infeccdo do Sistema Nervoso Periférico (SNP) o
virus migra célula-célula através das sinapses, até o Sistema Nervoso Central (SNC) causando
encefalite letal (Fig. 2). A atividade deubiquitinase da proteina pUL36 garante ao virus

15



capacidade de quebrar a barreira neuronal na sinapse do neurénio epitelial, permitindo sua
transmisséo pelo sistema nervoso e garantido a replicacdo viral. Em um neuronio infectado o
virus pode apresentar trés vias de transporte: uma anterograda para a periferia, na qual ele pode
retornar ao epitélio; uma anterograda para 0 SNC; e uma via retrégrada, onde o virus retorna do
epitélio para o sitio de laténcia (Fig. 3) (SMITH, 2012).

Figura 2. Neurbnio com a presenca de virus em forma de depdsitos granulares marrons no citoplasma dos axénios e
dendritos, marcados por técnica de imunoperoxidase utilizando anticorpo anti-SHV1 (José Maria Nieto,

<http://www.ecvpath.org/february-2008/> acesso em 31/01/2013).

O SHV1 tem a capacidade de infectar células nervosas vizinhas a celula infectada
inicialmente, garantindo assim a disseminacdo lateral do virus. Além do Sistema Nervoso e
epitelial o SHV1 também infecta o sistema respiratdrio, e outras células como os mondcitos,
assim, atraves da viremia pode ser disseminado por via transplacentaria e tambem infectar
orgaos como o baco, figado, testiculo e medula 0ssea, podendo levar o animal a morte antes
mesmo de chegar ao cérebro (HIPOLITO, FREITAS e FIGUEIREDO, 1965; SMITH, 2012).
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Figura 3. Possiveis vias de transporte da particula viral em ganglio do SNC (Adaptado, SMITH, 2012).

3.4 Sinais Clinicos

O periodo de incubacdo do SHV1 € de trés a 10 dias e o prurido intenso € o sinal clinico
presente na maioria das espécies acometidas, podendo ocorrer no inicio da infeccdo ou mais
tarde. O suino pode ndo apresentar prurido e outros sinais, por isso a DA pode passar
despercebida no plantel (HIPOLITO, FREITAS e FIGUEIREDO, 1965).

Clinicamente a DA se assemelha a outras doencas frequentes em suinos, porém, a
ocorréncia de problemas reprodutivos em fémeas, acompanhados de sinais neuroldgicos em
leitbes durante o crescimento, é altamente sugestiva da DA (LEE & WILSON, 1979).

Suinos adultos infectados podem sobreviver a infeccdo e tornarem-se portadores latentes
do SHV1. Esses animais sdo 0s principais responsaveis pela disseminacdo do virus, porque ndo
desenvolvem os sinais clinicos da DA e permanecem imperceptiveis no rebanho, transmitindo o
virus através do contato direto com animais saudaveis e entre animais de diferentes espécies. Os
animais com infeccdo latente podem apresentar reducdo da resposta humoral, e por isso serem de
dificil identificacdo em imunodiagnostico (METTENLEITER, LUKACS, RIZHA, 1985;
McCAW, 1997; GROFF, 2005; MORES et al., 2007; PUSIC et al., 2011).

Os sinais clinicos observados sdo dependentes da idade do animal infectado, sendo letal
em leitbes abaixo de duas semanas. Eles podem apresentar hipertermia, tremores,
incoordenacdo, ataxia, nistdgmo, opstétomo e convulsdes. Em suinos acima de dois meses 0s
sinais respiratdrios sdo mais evidentes, apresentando rinite com espirros e descarga nasal que

podem evoluir para pneumonia. Sinais respiratorios sdo 0s primeiros observados em animais
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adultos, e problemas reprodutivos como aborto e mumificagdo sdo comuns em matrizes (Fig. 4).
A frequéncia de infecgGes secundarias é alta, e quando ocorrem podem elevar a morbidade a
100% (METTENLEITER, 1996; POMERANZ, REYNOLDS e HENGARTNER, 2005; OIE,
2012).

Figura 4. Na ocorréncia de surto de DA pode ocorrer aborto em qualquer fase da gestacdo (A). A mortalidade entre
leitdes é sempre alta (B). (BARCELLOS, D. E. <http://suinotec.com.br/suinofotos_dados_indices.php?id=31>
Acesso em 24/01/2013).

3.5 Transmissao

A transmissdo do SHV1 é feita principalmente através da secrecdo nasal pelo contato
direto entre animais infectados e sadios. Por isto, a grande densidade populacional nos rebanhos
suinos facilita a disseminagdo do virus. Além disso, o virus pode ser deslocado por grandes
distancias na forma de aerossois, podendo chegar a rebanhos préximos sem precisar de vetores
para isso. Morcegos hemat6fagos podem transportar o sangue infectado e inocular em outros
animais através da mordida (HIPOLITO, FREITAS e FIGUEIREDO, 1965; PUSIC et al., 2011).

A propagacao entre os rebanhos ocorre pela introducao de animais infectados pelo SHV1
no rebanho. Na aquisicdo de animais, principalmente matrizes e reprodutores, deve-se
preconizar a realizacdo de teste diagndstico e respeitar o periodo de quarentena, mesmo que

esses animais sejam oriundos de granjas de reprodutores suideos certificadas (GRSCs). A
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introdugdo de um reprodutor infectado no rebanho possibilita a rapida disseminacéo do virus por
contato entre o reprodutor e as matrizes, e das matrizes para a leitegada (MORES et al., 2007;
PUSIC et al., 2011).

A alimentacdo de porcos com restos alimentares humanos facilita a disseminacdo do
SHV1 no rebanho e entre rebanhos. J& os carnivoros tém como principal fonte de infecgdo a
ingestdo de carne ou 0ssos de suinos mortos pela DA ou infectados de forma latente (PUSIC et
al., 2011).

A capacidade do SHV1 de infectar varias espécies animais facilita sua manutencdo na
natureza. Caninos, felinos, bovinos, ovinos, caprinos, macacos e roedores, em contato com
suinos infectados podem adquirir o virus e, uma vez infectados, podem transmitir o SHV1 para
areas livres da doenca (Fig. 5) (PUSIC et al., 2011).

Figura 5. Céo se alimentando com carne de suino descartado em regido com surto da DA (BARCELLOS, D. E.

<http://suinotec.com.br/suinofotos_dados_indices.php?id=31> Acesso em 24/01/2013).

3.6 Controle

Algumas medidas podem ser aplicadas na tentativa de controlar e erradicar a DA. O
sacrificio de todos os animais de um rebanho onde tenha sido identificada a presenca do virus,
respeitar o periodo do vazio sanitario, e a substituicdo destes por animais oriundos de rebanho
livre do SHV1 é uma medida radical e dispendiosa, porem eficaz, de eliminar o virus do rebanho
(GROFF, 2005).
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Outras medidas menos radicais e menos onerosas, e realizadas na maioria dos programas
de controle e erradicacdo da DA, sdo a vacinacdo do rebanho; a realizacéo de testes sorol6gicos
nos animais do plantel; e a retirada dos animais positivos, repetindo o teste periodicamente. A
separacao de recém-nascidos de fémeas infectadas antes que eles mamem o colostro permite que
a leitegada seja infectada (VAN OIRSCHOT, 1986; McCAW, 1997; MENGELING et al.,
1997).

Contudo, se o rebanho apresentar alta prevaléncia da infeccdo (>10%) € indicado o
despovoamento da granja, realizacdo de vazio sanitario e repovoamento com animais oriundos
de GRSCs (MORES et al., 2007).

Apesar de a vacinacao ter demonstrado eficacia na protecdo do rebanho e na diminuigéo
da disseminacdo da DA, a maioria, se ndo todos, 0s pequenos criadores de suinos ainda nédo
adotaram essa medida de controle em suas criagcdes. Assim, a auséncia de manejo tecnificado e a
auséncia de medidas de controle desses pequenos rebanhos, distribuidos por todas as regifes, 0s
tornam potenciais reservatorios e disseminadores do SHV1 (PUSIC et al., 2011).

A vacinacdo diminui consideravelmente os efeitos dos sinais clinicos, porém, nao
previne totalmente o animal contra a infec¢do ou o estabelecimento da laténcia, sendo assim,
insuficiente como Unica medida de controle para impedir a circulagdo do virus no rebanho (VAN
OIRSCHOT, 1986). No entanto, quando a vacinacdo é utilizada adicionalmente ao teste
diagndstico periddico, realizando o descarte dos animais positivos e aquisicao apenas de animais
testados e negativos para o SHV1, a DA pode ser controlada e até erradicada do rebanho
(MENGELING et al., 1997; PUSIC et al., 2011).

Baseado nas legislagbes do SUASA e da OIE, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) elabora as diretrizes para a saude animal e define requisitos sanitarios e
acOes de combate as doencas. Segundo o SUASA, coordenado pelo MAPA, no caso da DA a
estratégia do Brasil € a regionalizacdo das a¢des (BRASIL, IN 08 de 2007), contudo a adesdo
dos Estados da Federacdo € voluntaria. Alem disso, considerando a importancia econémica da
suinocultura e visando evitar a disseminacdo de doencgas e assegurar niveis desejaveis de
produtividade, foram estabelecidas as GRSCs, livres de importantes enfermidades como a DA
(BRASIL, IN 19 de 2002). Assim, a comercializacdo e distribuigdo, no territorio nacional, de
suinos destinados a reproducédo, assim como a sua participacdo em exposicoes, feiras e leilGes,
sdo permitidas somente aqueles provenientes de GRSCs, que sdo monitoradas semestralmente
para DA, através de testes sorologicos (BRASIL, 2011).
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Atualmente, s6 o Estado de Santa Catarina é considerado oficialmente livre sem
vacinacdo (CIACCI-ZANELLA et al., 2008). Segundo o SUASA, para a certificacdo e
monitoramento de GRSCs € necessario o teste semestral para DA (BRASIL, 2011).

O sucesso de um programa de controle da DA, que use vacina com gene deletado,
depende do uso de teste diagndstico capaz de diferenciar animais infectados de animais
vacinados (Fig. 6), e que apresente baixo custo e confiaveis sensibilidade e especificidade. A
sensibilidade do teste deve ser suficiente para identificar resposta humoral no inicio da infecgédo
e no periodo de laténcia, onde o titulo de anticorpos diminui (VAN OIRSCHOT, 1986;
MENGELING et al., 1997; KINKER, 1997; McCAW, 1997).
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Figura 6. Diferente resposta imunolégica obtida a partir de diferentes estratégias de vacinagdo e,
consequentemente, diferente resposta ao exame diagndstico. Resposta obtida quando o animal esta infectado com
virus selvagem (A), vacinado com virus sem genes deletados (B) e vacinado com virus com gene deletado (C)
(CIACCI-ZANELLA e FLORES, 1995)

No territério nacional é permitido o uso de vacinas vivas e atenuadas que sejam deletadas

pelo menos para o gene gE, assim como o uso de testes diagndsticos que permitam a detecgdo de
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anticorpos contra a proteina gE, permitindo a identificacéo e diferenciacdo de animais infectados
e vacinados (BRASIL, IN 08 de 2007).

Em estudos realizados com a substituicdo da regido Us do genoma de cepas virulentas,
onde esta localizado o gene gE, pela mesma regido de cepas nao virulentas, verificou-se que o
virus permanecia imunogénico porém ndo apresentava mais viruléncia. Sendo assim, virus
recombinante com essa engenharia genética usado na formulacdo de vacinas garante resposta
humoral contra o SHV1 e diminui o risco de ocorréncia de sinais clinicos e disseminacdo do
virus (Fig. 7) (METTENLEITER, LUKACS e RIZHA, 1985).

Virus da Doenga de Aujeszky DNA viral

Fragmentode DNA

possivel de delecao
Figura 7. Esquema didatico do SHV1 demonstrando suas glicoproteinas gN, gM, ¢C, gB, gE, gl, gD, gG e a TK
(esquerda), e ilustracdo do genoma viral destacando as duas regiGes U, e Us, destacando a presenca da glicoproteina

gE localizada na regido Us (direita). (http://www.sanidadanimal.info/cursos/inmun/noveno2.htm) Acessado em
24/01/2013.

Comparando a protegédo conferida por duas vacinas comerciais, uma com os genes gG e
TK deletados, e outra com os genes gG, TK e gE deletados, observou-se que houve 62,5% de
morte ap0s a vacinagdo com a primeira, e apenas 25% dos animais vacinados apresentaram
anticorpos anti-SHV1. J& os animais vacinados com a segunda vacina apresentaram anticorpos
contra o virus, e houve 50% de sobrevivéncia quando expostos ao virus selvagem. Contudo,
mesmo com a delecdo do gene gE os animais vacinados apresentaram resposta imune aceitavel e
risco de mortalidade muito inferior (WEIGEL, HAHN, e SCHERBA, 2003).
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3.7 Diagndstico

No Brasil os testes sorolégicos autorizados para o diagnostico da DA sdo o ELISA e a
virusneutralizacdo. Podendo também ser utilizadas as técnicas de isolamento viral e a PCR no
diagndstico direto, pesquisando a presenca do SHV1 em amostras de cérebro, bago, linfonodos,
pulmao, secrecdo nasal e fetos abortados (BRASIL, IN 08 de 2007). Segundo a OIE a pesquisa
indireta pode ser também realizada por aglutinacdo em latex, mas o ELISA tem sido
extensivamente usado e atualmente existem varios kits comerciais (OIE, 2012).

A PCR tem sido testada como meio diagndstico para deteccdo do SHV1 em suinos
infectados, e demonstra boa especificidade. Porém, apesar desta técnica ser capaz de detectar
animais infectados ainda no periodo pré soroconversdo, quando ela € usada para diferenciar
animais infectados de animais vacinados sua sensibilidade diminui consideravelmente, o que é
atribuido a variacdo génicas que pode existir no gene gE das cepas virulentas (MA, 2008). A
PCR duplex também demonstra eficacia, contudo, a adicdo de dois pares de primers na mesma
reacao diminui a sensibilidade do teste (FONSECA JR, 2010).

Existem algumas contradicdes no uso da PCR para diagnéstico do SHV1. O tipo e a
quantidade da amostra coletada e a forma de armazenamento e transporte dessa amostra podem
resultar na diminuicéo da carga viral e do seu material genético pela presenca de DNAse celular,
gue, somando com a possivel incompatibilidade dos primers ou sondas, podem impossibilitar a
deteccdo do agente (MA, 2008).

Um grande desafio para o imunodiagndstico é possuir sensibilidade capaz de detectar
animais infectados no periodo de laténcia, em animais senis, e no inicio da infec¢do, onde o
titulo de anticorpos anti-SHV1 diminui naturalmente (McCAW, 1997).

Estudo comparando a capacidade de identificagdo de animais infectados no inicio da
infeccdo, demonstrou que o ELISA foi superior a virusneutralizacéo, detectando anticorpos anti-
SHV1 nesses animais a partir do 5° dia pos infecgéo, e ao 7° dia pos infeccdo ja foi capaz de
identificar >95% dos animais positivos, enquanto que para a virusneutralizagdo essa deteccao
ocorreu no 8° e o 21° dias, respectivamente. A superior sensibilidade do ELISA em detectar
animais recém-infectados, quando comparado a virusneutralizacdo, reforca seu uso como teste
diagnostico confiavel para a DA (OREN et al., 1993).

Em leitBes, o contato com cepa virulenta do SHV1, somado a presenca de anticorpo anti-
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SHV1 transmitido passivamente pelo colostro, pode resultar em animais infectados de forma
latente. Esses animais apresentam naturalmente resposta humoral baixa, o que pode resultar em
falso-negativos. Comparando a sensibilidade de dois ELISAs, um utilizando a proteina gG e o
outro utilizando a g do SHV1, observou-se que o ultimo ELISA foi capaz de identificar todos
os leitdes infectados experimentalmente, enquanto que o primeiro ndo. Com esses resultados
verifica-se maior resposta humoral contra a gE do que contra a gG e maior sensibilidade do
ELISA utilizando gE (McCAW, 1997).

As analises realizadas com a utilizacéo do teste de ELISA com gE recombinante, além de
serem obrigatdrias sdo importantes para o rastreamento epidemioldgico da doenga. Somado ao
baixo custo e a capacidade de diferenciar os animais infectados dos vacinados, os resultados
obtidos sdo importantes para o reforco da vigilancia epidemiol6gica e a criacdo de novas
estratégias de controle da DA (SILVA et al., 2005).

ELISA em sandwich utilizando a proteina gE e a proteina gB ou gD demonstrou alta
especificidade, onde, com a utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) especificos nédo
ocorreu reacdo cruzada para nenhuma proteina. Ndo houve competicdo entre o conjugado
especifico para gE e para os mAbs contra gB e gD e vice versa, 0 que sugere 0 uso dessas
proteinas em ELISA para diagnosticar a DA (MORENKOV et al., 1997a).

Estudo comparativo entre dois ELISAs indiretos, um utilizando a proteina gE
recombinante expressa em E. coli, e outro utilizando a mesma proteina purificada a partir de
particulas virais, demonstrou sensibilidades de 80% e 97%, respectivamente. Essa grande
diferenca pode ser atribuida a perda da conformacéo-dependente de epitopos imunodominantes
da gE expressada em E. coli (MORENKOQOV, FODOR e FODOR, 1997b).

Devido a caracteristica da gE em garantir a viruléncia do virus e ndo participar na
replicacéo viral de forma essencial, seu respectivo gene pode ser deletado sem que haja
interrupcdo no ciclo viral. Assim, é possivel desenvolver vacinas atenuadas ou inativadas a partir
da construcdo de cepas ndo virulentas com a gE ausente, e todas as vacinas comercialmente
disponiveis foram desenvolvidas desta forma. Essa proteina é bastante conservada em cepas de
campo, sendo identifica sua expressdao em centenas de cepas circulantes no mundo, e por ser
muito imunogénica a gE pode ser usada em testes diagnosticos para identificacdo de animais
naturalmente infectados e animais vacinados (VAN OIRSCHOT, 1986; MENGELING et al.,
1997; MA, 2008).
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3.8 Glicoproteina gE

A glicoproteina gE, também denominada gl (algarismo um romano), é uma proteina de
membrana tipo 1 que esta complexada com a glicoproteina gl (letra i maitscula), e sua porgao C
terminal interage com a proteina VP22 (UL49). Seu gene (US8) esta localizado entre os
nucleotideos 123.502 e 125.235, com tamanho de 1.733 nucleotideos, e sua forma peptidica
possui 577 aminoacidos e peso molecular de 62,4 kDa. A gE tem papel fundamental na
viruléncia do SHV1 por auxiliar a disseminacéo viral que ocorre célula-célula no hospedeiro
(METTENLEITER, 1996; KLUPP et al., 2004; POMERANZ, REYNOLDS E HENGARTNER,
2005).

Em estudo de mapeamento genético da proteina gE, utilizando 17 mAbs especificos para
gE, foram identificados cinco grupos principais de epitopos. Esses epitopos foram classificados
como dominio A, subdividido em Al e A2, dominio B, dominio C, subdividido em C1, C2, C3 e
C4, dominio D e dominio E. Além desses, outros trés epitopos também foram observados na gE
(MORENKOQV et al., 1997a).

Desses epitopos encontrados, oito sdo conformacionais, sendo esta conformacdo a
caracteristica principal na imunogenicidade da gE. Em experimento onde se avaliou
comparativamente a resposta humoral provocada pelos diferentes epitopos da gE, animais
infectados com epitopos lineares apresentaram resposta humoral fraca, enquanto animais
infectados com o0s epitopos conformacionais apresentaram maior producdo de anticorpos
(MORENKOV et al., 1997a).

Apesar de serem identificados os epitopos da gE, estudo utilizando anticorpo contra
apenas um epitopo, localizado no dominio C, para identificar animais infectados com SHV1
através de ELISA direto, demonstrou ser insuficiente. Com a possibilidade de haver perda ou
variacdo da conformacéo de epitopos, a sensibilidade de teste diagnostico baseado em apenas
um epitopo pode diminuir. Portanto, quanto maior a variacdo de anticorpos anti-gE ou mais
préximo que uma proteina recombinante for da gE nativa maior a possibilidade de identificar
antigeno ou anticorpo, respectivamente, em animais infectados através de testes diagndsticos
(VAN OIRSCHOT, 1986; MORENKOQV et al., 1997).

Uma proteina recombinante constituida dos epitopos imunodominantes A, B e D da gE, e

expressos em baculovirus, foi utilizada em ELISA recombinante para diagnosticar animais
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infectados e diferencia-los dos vacinados. Utilizando a virusneutralizagdo como teste ouro
observou-se correlacdo de 77% entre os testes, com especificidade de 86,7% e sensibilidade de
69,7% para o ELISA recombinante. Dos 109 animais positivos na virusneutralizacdo apenas 76
foram detectados no ELISA, demonstrando que esta estratégia ndo é eficaz para um programa de
erradicacdo da DA (SERENA, et al., 2011).

Um fragmento correspondente a regido amino-terminal da gE foi clonado e expresso com
sucesso em sistema eucarioto utilizando E. coli, e a proteina recombinante manteve a
antigenicidade da gE. Apesar da gE ser uma glicoproteina e requerer processamentos pos-
traducionais para ser imunorreativa, particularmente nesse caso, provavelmente por se tratar de
uma sequéncia peptidica pequena (134 aminoacidos), ela apresentou-se imunorreativa em
ensaios de imunoblotting (RO et al., 1995). Porém, sistema de expressdo procarioto foi incapaz
de produzir uma gE recombinante imunorreativa, seja pelo processamento e conformacéo
inapropriados quanto pela incapacidade do sistema em sintetizar a gE completa. Sistemas
utilizando células de rato e de insetos também foram incapazes de produzir a gE recombinante
imunurreativa (KIMMAN, et al., 1996).

Um fragmento do gene da gE, compreendido entre os nucleotideos 60 e 370, foi clonado
e expresso em Baculovirus, e a proteina recombinante foi usada em ensaios de ELISA. Este
ELISA apresentou especificidade de 100% e sensibilidade de 81%, quando coparado o resultado
com outros cinco ELISAs comerciais (KIMMAN, et al., 1996). No Brasil foi desenvolvido um
protocolo para expressdo do gene gE completo recombinante em Baculovirus, resultando na
expressao de uma proteina de peso molecular entre 82.2 e 115.5 kDa (DAMBROS et al., 2007).
Contudo, este sistema apresenta dispendiosa técnica, por necessitar de cultivo celular, e resulta
em baixo rendimento.

A sequéncia compreendida entre os nucleotideos 151 e 714, correspondente a uma fragdo
da porgdo extramembranar da gE, referente a apenas alguns dos seus epitopos de superficie, foi
clonada e expressa em P. pastoris, para uso em ELISA. Porém, quando testada e comparada
com ELISA comercial (PRV gPI-Antibody Test Kit - IDEXX) demonstrou sensibilidade inferior
(AO et al., 2003).

Assim, o uso de proteina recombinante formada com apenas um ou alguns epitopos de
um antigeno limita sua capacidade de identificar animais infectados (VAN OIRSCHOT; 1986),
0 que ja foi evidenciado para gE (SERENA et al., 2011), onde apenas o epitopo D dessa proteina

foi expresso e usado em ELISA, e apresentou especificidade de 86,7% e sensibilidade de 69,7%,
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e essa baixa sensibilidade de um imunodiagnéstico € indesejada para um teste utilizado como
ferramenta em estratégias de controle da DA (MORENKOV et al., 1997a).

3.9 Sistemas de expressao

Vérias sdo as proteinas recombinantes produzidas atualmente na industria farmacéutica
(insulina, albumina, hormoénio do crescimento, e muitas outras) e para serem usadas em
imunodiagndsticos. A producdo de proteina por sistemas de expressdo permite producdo em
quantidade e qualidade desejaveis, contudo, para isso, a escolha do sistema ideal que seja rapido
e produtivo em fornecer uma proteina funcionalmente desejavel e com qualidade é o fator mais
importante (DEMAIN & VAISHMAYV, 2009).

O sistema de expressdo utilizando a E. coli como hospedeiro vem sendo utilizado
extensivamente na producdo de proteinas heterdlogas. A facilidade de manipulacdo com
relativamente baixo custo de cultivo e a producdo de alta qualidade e quantidade de produto
fazem desse sistema uma escolha interessante para a inddstria. Contudo, existem algumas
limitacGes da E. coli principalmente no que diz respeito a performace metabdlica do micro-
organismo (Tabela 1) (DEMAIN & VAISHMAYV, 2009; CARNEIRO, FERREIRA e ROCHA,
2012).

Tabela 1. Caracteristicas do sistema de expressao por E. coli.

Vantagens Desvantagens

Rapida expressao Dificil de expressar proteinas com pontes
dissulfeto

Alto rendimento N&o glicolisa proteinas

Facil manipulacéo genética e de cultivo Produz proteinas com endotoxinas

Pouco oneroso Formacdo de acetato resulta em toxicidade
celular

Rapida producao em massa Proteinas produzidas em corplsculos de

inclusdio  sdo inativas e  requerem

redobramento
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Fonte: (DEMAIN & VAISHMAYV, 2009, adaptado).

Sob condi¢bes de producdo de proteina recombinante, a E. coli pode perder
imediatamente alguns mecanismos de ajuste de crescimento celular. O hospedeiro pode
responder a essa mudanca destruindo seus ribossomos ou induzindo a protedlise, interferindo na
sintese proteica e na estabilidade da proteina sintetizada, respectivamente (CARNEIRO,
FERREIRA e ROCHA, 2012).

Além disso, a E. coli apresenta limita¢6es na producdo de proteinas recombinantes que
requerem certos processamentos poés-traducionais. Essas limitacdes foram percebidas quando
proteina traduzida de gene eucarioto foi expressa em E. coli e sua conformagdo final
demonstrou-se diferente de sua forma nativa. Assim, proteinas que necessitem de modificacdes
pos-traducionais como alto nivel de pontes dissulfeto, glicosilacdo, lipidacdo, prolina cis/trans
isomerizacdo, dissulfeto isomerizacdo e fosforilacdo, ndo apresentardo sua conformacao nativa,
0 que pode interferir na imunorreatividade e na bioatividade da proteina recombinante (DALY e
HEARN, 2005).

Além das limitacdes quanto a capacidade de realizar modificacdes pos-traducionais, que
sdo essenciais em expressdo de glicoproteinas imunorreativas, o sistema de expressao em E. coli
necessita de processo de recuperacdo da proteina recombinante, que é bastante laborioso, pelo
fato da proteina ser produzida, principalmente, de maneira insoluvel e inativa sob a forma de
corpusculo de inclusdo. (CEREGHINO e GREGG, 2001; DEMAIN & VAISHMAYV, 2009).

Sistema de expressao utilizando células de insetos, que € um sistema eucarioto onde 0
vetor mais usado é o Baculovirus, tem sido utilizado na expressdo de proteinas heterologas
recombinantes. Modificacdes pds-traducionais; dobramento proteico com formagédo de pontes
dissulfeto; alto nivel de expressdo; ndo apresenta limites do tamanho da proteina a ser expressa;
e simultanea expressdo de maultiplos genes sdo algumas das varias vantagens desse sistema.
Porém, incorreta glicosilagdo, incapacidade de secrecdo, dobramento proteico inadequado e
baixo nivel de expressao ja foram relatados nesse sistema, além disso, ele apresenta dispendiosa
técnica (DEMAIN & VAISHMAYV, 2009).

A principal vantagem do sistema de expressdo utilizando células de mamiferos é sua
capacidade de expressar proteinas de mamifero adequadamente, pois realiza as etapas pos-
traducionais necessaria para a essas proteinas. Contudo, o baixo nivel de secre¢do, o alto custo

dos processos desse sistema, e 0 potencial risco de contaminacao por virus e bactérias limitam o
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seu uso (DEMAIN & VAISHMAYV, 2009).

Animais transgénicos também tém sido utilizados para expressar proteinas heterélogas
em secrecOes corpdreas (leite, urina, sangue, plasma seminal, etc), produzindo proteina tdo ativa
como a nativa, a melhor custo/beneficio que expressao em células de mamiferos. A via de
secrecdo mais utilizada é através do leite, contudo, o tempo de espera até a lactacdo, o fato de a
lactacdo ser temporéria e o custo com a criacdo do animal sdo fatores limitantes desse sistema. O
uso de plantas transgénicas também tem sido eficaz na expressdo de proteinas heterélogas, com
producdo a menor custo, em menor tempo e com baixo risco de contaminacdo quando
comparado com animais e outros sistemas. A desvantagem no uso de plantas é a possibilidade de
contaminagdo com pesticidas, herbicidas e metabdlitos toxicos da propria planta (DEMAIN &
VAISHMAYV, 2009).

3.10 Sistema de expressao Pichia pastoris

Assim como a E. coli a Pichia pastoris também é uma alternativa econdmica, de facil
manipulacdo genética e de cultivo, produz a proteina recombinante de interesse em alta
qualidade e quantidade. Adicionalmente, se tratando de um sistema de expressao eucarioto a P.
pastoris possui as vias de sintese proteica que realizam a maioria das modificacdes pds-
traducionais que garantem a producao da proteina heter6loga bioativa ou imunorreativa, e ainda
possui vias de secrecdo para essa proteina (CEREGUINO et al., 2002; DALY e HEARN, 2005;
MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

A capacidade de secretar a proteina recombinante para 0 meio de cultivo deve-se ao sinal
de secrecdo adicionado a proteina. O mais comumente utilizado e que exporta a proteina com
eficiéncia é o fator-a peptideo sinal (a-MF) oriundo da S. cerevisiae (MACAULEY-PATRICK
et al., 2005; DALY e HEARN, 2005) .

A secregdo da proteina recombinante para o meio de cultivo evita o contato dela com a
toxicidade intracelular resultante do acimulo de metabdlitos, e o fato da P. pastoris secretar
baixos niveis de proteinas nativas simplifica o processo de purificagdo da proteina recombinante.
Adicionalmente, a passagem dessa proteina pela via de secrecdo permite que ocorram 0s eventos
pos-traducionais como maturacao proteolitica, glicosilacdo, processamento de sequéncia sinal e
formagéo de pontes dissulfeto (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; DAMASCENO, HUANG
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e BATT, 2012).

Varias sdo as linhagens de P. pastoris disponiveis e capazes de expressar proteinas
heter6logas, sendo a necessidade de processos pos-traducionais, a extensdo desses processos, e 0
tipo de proteina a ser expressa o que vai determinar a escolha da linhagem a ser usada (DALY e
HEARN, 2005).

A P. pastoris é uma levedura metilotrofica, capaz de usar o metanol como Unica fonte de
carbono para a producdo proteica. O metabolismo do metanol ocorre pela presenca desses dois
genes, AOX1 e AOX2, que codificam a enzima alcool oxidase. Apesar desses genes serem
reprimidos na presenca de glicose, glicerol e etanol, 0 AOX1 pode ser induzido até 1000 vezes
quando na presenca de metanol. O sucesso na producdo de proteinas recombinantes em P.
pastoris esta diretamente ligado ao uso do gene AOX1 como promotor e sua forte capacidade de
inducdo, que juntamente com outros componentes da via de utilizacdo do metanol regulam o
nivel de transcri¢do na célula (CEREGUINO et al., 2002; MACAULEY-PATRICK et al., 2005;
DALY e HEARN, 2005; DAMASCENO, HUANG e BATT, 2012).

O gene AOXL1 é responsavel por aproximadamente 85% do consumo de metanol na
levedura, enquanto que, o gene AOX2 apresenta baixo consumo de metanol, aproximadamente
15%. O fenotipo MUT™ (rapido consumo de metanol) possui os dois genes AOX1 e AOX2
funcionais, enquanto que o fenétipo MUT?® (lento consumo de metanol) apresenta o gene AOX1
inativo, e s6 utiliza 0 AOX2. Ja o fendtipo MUT" tem esses dois genes deletados, e é incapaz de
metabolizar o metanol. Essa capacidade rapida ou lenta de consumir o metanol vai determinar se
0 nivel de expressao da proteina heterdloga sera alto ou baixo (MACAULEY-PATRICK et al.,
2005; DALY e HEARN, 2005).

S&o varias as estirpes de P. pastoris e ampla a gama de genotipos usados na expressao
proteica. Essa grande variedade de opgOes tornou esse sistema de expressdo altamente
requisitado para produzir os mais variados tipos de proteinas recombinantes. A estirpe selvagem
X-33 permite transformantes da linhagem MUT*, enquanto a estirpe KM71H, além de ser
deficiente para o gene da histitida dehidrogenase, garante transformantes da linhagem MUTS
(MACAULEY-PATRICK et al., 2005; DALY e HEARN, 2005).

A répida expressdo da linhagem MUT™ ja resultou em defeituoso dobramento proteico,
produzindo proteina com falha na conformacgédo quando expressa em P. pastoris. Entretanto, a
linhagem MUTS apresenta expressdo mais lenta, resultando em melhor acabamento proteico e é

indicada, principalmente, para expressdo de proteinas com atividade dependente da
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conformacédo. Apesar da produgédo de ambas as linhagens ser semelhante, quando cultivadas em
condicBes especificas ideais, a linhagem MUT? necessita de menos metanol e menos oxigénio
na expressao que a linhagem MUT™ (DALY e HEARN, 2005).

As caracteristicas dos vetores disponiveis comercialmente para uso em expressdo de
proteina heter6loga em P. pastoris sdo diversas. Alguns vetores ja possuem uma sequéncia sinal
para expressdo extracelular da proteina, enquanto que outros que ndo a tem sdo usados na
expressao intracelular. Ainda que o vetor ndo traga esse sinal, o gene referente a este sinal pode
ser inserido junto com o inserto e resultar na secrecdo da proteina heterdloga para o
sobrenadante do cultivo (CEREGUINO et al., 2002; DALY e HEARN, 2005).

Alguns vetores sdo construidos com o gene da histidina dehidrogenase funcional (HIS4),
gue pode ser usado como marca de selecdo em P. pastoris, e células deficientes para esse gene
sdo classificadas como His*, pois ndo ocorre o metabolismo da histidina. Entretanto, essa marca
de selecdo ndo permite identificar transformantes com multiplas copias, e somado ao grande
tamanho do gene HIS4 levou ao surgimento de outra marca de selecdo, o gene Sh ble. Essa
segunda marca de selecdo garante resisténcia a Zeocina e, além de ser usada na deteccdo de
transformantes, pode identificar os clones que possuem mdltiplas cépias (CEREGUINO et al.,
2002; MACAULEY-PATRICK et al., 2005; DALY e HEARN, 2005).

Alguns problemas também podem ser encontrados nos vetores. Vetores de grande
tamanho genético apresentam dificuldades nas etapas de clonagem in vitro. Quando os
transformantes sdo obtidos a partir desses vetores geralmente apresentam pouca estabilidade. O
vetor pPICZaA possui o a-MF, é His", possui a marca de selegdo Sh ble e tem tamanho de 3,6
kpb (Fig. 8) (CEREGUINO et al., 2002; DALY e HEARN, 2005).

Figura 8. Vetor de clonagem pPICZoA. (Adaptado de DALY e HEARN, 2005).
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A secrecdo de proteinas em conformacéo idéntica a nativa e a facilidade de purifica-la a
partir do meio de cultivo, diminuindo o alto custo com métodos de purificacdo e evitando
desestabilizacdo da proteina como também alteracbes em sua conformacdo, sdo alguns dos
principais fatores que determinam a preferéncia da P. pastoris como sistema de expresséo de
proteinas heterélogas (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; DAMASCENO, HUANG e
BATT, 2012).

3.11 Codon Usage

O codigo genético é organizado em 61 trincas (codons) de nucleotideos que codificam 20
aminoacidos diferentes, e trés cddons de terminacdo que indicam o fim da traducdo. Cada
aminoéacido pode ter até seis codons diferentes para sua sintese e cada organismo possui codons
preferenciais. O que determina a preferéncia de codons em um organismo é a relacdo de RNA
transportador (RNAt) que ele possui no citoplasma referente a estes codons (GUSTAFSSON,
GOVINDARAJAN e MINSHULL, 2004).

A producéo de proteina de clones com multiplas copias e de clones com uma Unica copia
do cassete de expressdo € muito similar, porém, é conhecido que a regulacdo da expressdo
determina a manutencdo da correta conformacdo da proteina. H& limitacGes no reticulo
endoplasmatico da P. pastoris que, quando ocorre expressdo em niveis altos pode acontecer
retencdo inadequada de proteinas, o que pode interferir nas modificagfes pds-traducionais. A
presenca de codons raros na sequéncia nucleotidica pode determinar essa interrupcao na sintese
proteica e diminuir a expressdo ou até mesmo produzir proteina inadequada (KANE, 1995;
McNULTY et al., 2003; DAMASCENO, HUANG e BATT, 2012).

Um gene recombinante que possua cddons raros para o hospedeiro pode intterferir na
traducdo, e resultar em substituicdo errbnea de aminoacidos e, consequentemente, mudancas
criticas na proteina recombinante expressa (CARNEIRO, FERREIRA e ROCHA, 2012). Uma
estratégia comum para melhorar o nivel e a qualidade da expressdo de um gene recombinante é
alterar os cdédons de modo que eles reflitam os cddons preferenciais de utilizacdo do hospedeiro
sem modificar a sequéncia de aminoacidos da proteina (GUSTAFSSON, GOVINDARAJAN e
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MINSHULL, 2004).
O uso de codons preferenciais em gene sintético usado no sistema de expressdo P.

pastoris tem demonstrado maior nivel de expressdo da proteina heter6loga e melhor qualidade
dessa proteina, com bioatividade e imunorreatividade melhores que a proteina produzida a partir

do gene nativo (YADAVA e OCKENHOUSE, 2003).
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4. Material e Métodos

4.1 Construcao da sequéncia do gene gEs

Anadlises de bioinformatica foram realizadas com base na sequéncia do genoma completo
do SHV1 disponivel no NCBI, acesso NC_006151.1, para a escolha do fragmento referente a
glicoproteina gE (Klupp et al., 2004). A sequéncia génica selecionada compreende a por¢ao
extracelular da gE (Fig. 9), entre os nucleotideos 96 e 1262 da sequéncia do gene desta proteina,
com tamanho de 1166 nucleotideos e 389 aminoacidos (SEBASTIAN et al., 2008).

ECR ICR

Figura. 9. Regides do gene gE: sequéncia do péptido de sinal (PS), (ECR), dominio extracelular contendo o amino-
terminal (NgE) e a maior parte das carboxi-terminais (CgE), dominio presente na transmembrana (TM) e dominio

intracelular (ICR). Residuos correspondentes estdo apresentados abaixo (Sebastian et al., 2008, adaptado).

A sequéncia alvo, a ser sintetizada, sofreu alteracdo nos cddons para aperfeicoar sua
expressao na levedura P. pastoris, resultando em uma sequéncia génica diferente, porém, com
mesma informag&o proteica. Sitios de restricdo Xbal e Notl foram adicionados na extremidade
3’ e sitio Xhol na extremidade 5’ do gene, para possibilitar a clivagem da sequéncia através de
enzimas especificas. Ao gene foi acrescido ainda uma sequéncia repetida de nucleotideos (6x
Histidina) para facilitar a imunodeteccdo da proteina e um codon de parada (stop codon). As
modificagdes de codon (codon usage), as devidas insercOes e a sintese foram realizadas pela
empresa Epoch Biolabs (EUA). A sequéncia sintética gEs foi fornecida inserida no plasmidio
pBluescript 11 SK (pBSK), vetor de transporte que possui resisténcia & Ampicilina como marca

de selecdo.
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Xhol Kex 2 gE Caudade Stop Xbal Notl
polihistidina

Figura 10. Esquema da construcdo do gene gEs demonstrando os sitios de restricdo inseridos (Notl, Xbal e Notl), a
porcdo Kex2, a sequéncia gE otimizada, a sequéncia referente a cauda de polihistidina, e o cédon de parada (stop

codon).
4.3 Transformacéo de E. coli

A transformacdo das células E. coli, linhagem DH5a (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA),
gendtipo [F~ {proAB, laclg, lacZAM15, Tnl0 (TetR)} mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
@80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, A-araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL(StrR),
endAl, nupG], foi realizada com a insercdo da construcdo pBSKgEs, seguindo protocolo
adaptado de Sambrook et al., (1989). As células transformadas foram cultivadas em placas
contendo meio de cultura LB (Luria-Bertani: triptona 1%, extrato de levedura 0.5% e NaCl 1%)
com adicdo de 15g/L de Agar e ampicilina (100 pug/ml), a 37° C em estufa de cultura microbiana
(Nova Etica®). As coldnias que cresceram foram inoculadas em LB liquido a 37° C por 16 h,
sob agitacdo constante de 250 RPM, e seu DNA plasmidial foi extraido (SAMBROOK,
FRITSCH e MANIATIS, 1989). O DNA foi submetido a digestdo dupla com as enzimas Xho | e
Not | (Promega ®), seguindo recomendacdes do fabricante. O produto da digestdo enzimatica
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml)
em TAE 1X (Tampado acido acético e EDTA), em cubas horizontais de eletroforese OmniPhor®,

observado em transluminador e fotodocumentado.

Apos a digestdo da construcdo pBSKgEs o inserto gEs foi extraido do gel de agarose,
purificado (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit - GE Healthcare) e usado em

reacdo de ligacdo com o vetor pPICZaA.

O vetor pPICZaA, contendo o promotor AOX1, a regido de terminagdo de transcri¢ao
AOXITT e o gene Sh ble de resisténcia a Zeocina™, foi extraido de construcdo ja existente,
confirmado por sequenciamento, digerido com as enzimas Xho | e Not | para expor

extremidades compativeis com as do inserto, também digerido com as mesmas enzimas,
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seguindo protocolo citado. Para a reagdo de ligacédo utilizou-se a enzima T4 ligase (Promega®),
seguindo orientagdes do fabricante. O produto desta reacéo foi utilizado para transformar células
de E. coli.

A transformacéo da E. coli DH5a com o produto da reacdo de ligacdo foi feito segundo
protocolo de Sambrook et al., (1989), e as células transformadas foram crescidas e selecionadas
em placas contendo meio de cultura LB low salt (Luria-Bertani: triptona 1%, extrato de levedura
0.5% e NaCl 0,5%) com adicdo de 15¢/L de Agar e antibittico Zeocina™ (25 pg/ml). As
colbnias pre-selecionadas foram inoculadas em LB low salt liquido a 37° C por 16 h, sob
agitacdo constante de 250 RPM, e foram submetidas & extragdo de DNA plasmidial
(SAMBROOK et al., 1989). A confirmagao da construgdo pPICZaAgEs e da clonagem da E.
coli foi feita através de digestdo com as enzimas Xho | e Not I, e consequente liberacdo do
inserto gEs (~1300pb) e do vetor pPICZaA (~3600 pb). O DNA foi sequenciado utilizando os
primers AOXI1R GCAAATGGCATTCTGACATCC e AOX1F
GACTGGTTCCAATTGACAAGC para confirmar a clonagem e a posicao in frame do inserto
no vetor. Foi utilizado o Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems® HITACHI) no

sequenciamento das amostras.

4.4 Transformacéo da levedura P. pastoris

O DNA da construgdo pPICZoAgEs foi extraido, observado em gel de agarose,
linearizado pela enzima Sacl (Promega®), purificado a partir do gel (GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification kit - GE Healthcare) e quantificado (Nanovue GE®). Como controle positivo
da transformagdo utilizou-se o vetor pPICZoA vazio. 10 pug (Sul) de DNA foi usado na
clonagem das linhagens X-33, possuindo gendtipo selvagem e fenétipo Mut™ e His™, e KM71H
possuindo fendtipo Mut® e His", da levedura P. pastoris por eletroporacio, com pulso de 1500 v

por 5 ms no Eletroporation System 399 (BTX® Harvard Apparatus).

Células eletrocompetentes de ambas as linhagens foram preparadas seguindo
recomendacdes do Easy Select Pichia Expression Kit (Invitrogen®). Inicialmente foram

realizados pré-indculos de cada linhagem em 5 mL de meio YPD (extrato de levedura 1%,
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triptona 2% e glucose 2%), e incubados a 30°C sob agitacdo constante de 225 rpm, até O.D.s00
+6. Aliquota de 100uL de cada in6culo foi adicionada a 200mL de YPD e crescidos sob mesmas
condicBes até O.D.s00 entre 1,3 e 1,5. Os indculos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 min a
4°C, e os sedimentos foram ressuspendidos em 50mL de agua destilada estéril gelada. Esse
processo de centrifugacdo e lavagem foi repetido trés vezes. Apds a Ultima centrifugagdo as
celulas foram ressuspendidas em 20 mL de sorbitol 1M estéril gelado e novamente
centrifugadas, sendo ressuspendidas em 1 mL de sorbitol 1M estéril gelado. As células foram

acondicionadas no gelo até o uso.

O DNA do cassete de expressdo linearizado e purificado foi adicionado a 80uL de
células eletrocompetentes de cada linhagem em cubetas de 0,2 cm e submetidas ao pulso
elétrico. Imediatamente apds o pulso foi adicionado 1mL de sorbitol 1M estéril gelado e o
contetdo foi transferido para tubos de 15mL (Falcon) e incubados por duas horas a 30°C. Logo
apos, foi adicionado 1mL de YPD e as células foram incubadas por mais duas horas a 30°C sob
agitacdo constante de 200 RPM. As células foram crescidas em placas contendo YPDS (extrato
de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2% e sorbitol 1M), acrescido de 20g/L de Agar e 100pg/uL
de zeocina, e incubadas a 30°C por quatro dias (adaptado de SCORER et al., 1994).

4.5 Selecao dos clones com multiplas copias

Células contendo multiplas copias do cassete de expressdo foram selecionadas em meio
contendo alta concentragdo de zeocina. Placa contendo YPDS com 500ug/ul de zeocina foi
usada inicialmente, e as col6nias que cresceram nessa placa foram repicadas em YPDS com
Img/ulL de zeocina (MARIZ, et al., 2012). As placas foram incubadas a 30°C por trés dias, e

apos analise foram armazenadas a 4-8°C.

4.6 Imunodeteccao da gEr

O colony blot foi realizado com os clones selecionados e repicados em placa com YPDS.

Esses clones foram incubados a 30°C por trés dias, e em seguida foram induzidos mediante
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adicdo de metanol na tampa da placa a cada 24 horas para uma concentracdo final de 1%. Apo6s
72 horas, membrana PVDF (Polyvinylidene fluoride, Millipore®) foi disposta sobre os repiques
por trés horas a 28°C e, depois, lavadas com tampdo TBS-Tween (TBS-Tween 10X — Tris-HCI
100 mM NaCl 0.9% Tween-20 0,1% pH 7.6 - diluir para 1X) para remover o excesso de células.
Para deteccdo da gEr foi realizada reacdo de bloqueio da membrana com leite desnatado 5% em
TBS-Tween - p/v por uma hora a temperatura ambiente, seguida de incubacéo overnight a 4 - 8°
C, com anticorpo monoclonal anti-His (Sigma-Aldrich®) diluido em solucdo de bloqueio
(1:1000). A membrana foi lavada trés vezes com TBS-Tween e em seguida revelada com Liquid
Substrate System BCIP®/NBT (Sigma-Aldrich®) em cémara escura por dez minutos
(GOODNOUGH et al., 1993, adaptado).

O SDS-PAGE foi realizado com gel separador de 12%, composto por 6ml de
Acrilamida/Bis-acrilamida 30%/0.8%, 3,75ml de Tris-HCI| 1M/SDS 0,4%, pH 8.8, 50ul de APS
10% (Sigma-Aldrich®), 10ul de TEMED (Sigma-Aldrich®), agua MilliQ g.s.p 15ml, e gel
concentrador de 5%, composto por 0,65ml de Acrilamida/Bis-acrilamida 30%/0,8%, 1,25ml de
Tris-HCI 1M/SDS 0,4% pH 6.8, 25ul de APS 10% (Sigma-Aldrich®), 5ul de TEMED (Sigma-
Aldrich®), 4gua MilliQ g.s.p 5ml.

O sobrenadante das indugdes foram aliquotados em tamp&o Laemmli 2X (Tris-HCI 1M
pH 6.8, SDS 4%, B-mercaptoetanol 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.1%) e aquecidas
por 5 min a 100°C antes de serem aplicadas no gel. Foi utilizado o tampéo de corrida SDS-
PAGE 1X, cuba vertical para SDS-PAGE (BioSystem®) e fonte de tensdo ajustada para 400 V e
35 mA por 90 minutos.

Para o Western blot, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, que
foi submetida a reacdo de bloqueio durante 1 h. Em seguida a membrana foi incubada com
anticorpo monoclonal anti-HIS na diluicdo de 1:10000 em PBS, conjugado a fosfatase alcalina
(Sigma®) durante 1 h, e lavada em seguida com PBS-Tween por 10 min por 3 vezes, seguido da
adicdo do substrato quimioluminescente VISIGLO HRP PLUS e revelagdo da reagdo com

Hiperfilme fotografico com exposicéo do cassete de revelacdo durante 5 min.

4.7 Inducéo e expressao da gEr
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A inducéo dos clones pPICZaAgES e o controle negativo pPICZoA foi feita em 50 ml de
meio YPD liquido em frascos tipo Erlenmeyer 500mL (Nalgene®) a 30°C sob agitacdo de 250
RPM por 48 horas ou até uma DOeoo igual a 20, para geragdo de biomassa. Para inducdo, as
células foram centrifugadas por 5min a 1500 x g e ressuspendidas em 5mL de MM (Minimal
Methanol - YNB 1.34%, biotina 4x10-°%, metanol 0.5%), em mesmo tipo de frasco, a 30°C sob
agitacdo de 250 RPM por 96 horas. Foi adicionado metanol diariamente até concentracdo de 2 %
e foram colhidas aliquotas a cada 24 horas pds-inducédo (TO, T24, T48, T72 e T96), para avaliar
a expressao e a estabilidade da gEr no meio nos diferentes tempos. Ao final da inducédo, os
cultivos foram centrifugados a 1500 x g por 5min e o sobrenadante precipitado com TCA
(Tricloroacético), por adi¢do de 1 mL de TCA, 1 mL do meio de cultura e 8 mL de acetona
100% gelada, e a suspensao foi acondicionada a -20°C por cerca de 16 horas. Procedeu-se a
centrifugacdo por 20 minutos a 5000 rpm e secagem do precipitado a 37°C por 15 minutos. A
amostra pdde ser entdo ressuspendida em tampéo de fosfato para uma concentracao final de 10X
ou ressuspendida diretamente no tampao de amostra com B-mercaptoetanol para corrida SDS-
PAGE, e armazenado a -20°C.
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5. RESULTADOS

A traducdo da sequéncia gEs inserida no plasmidio pBSK, apesar da diferenca nas
sequéncias nucleotidicas, resulta em sequéncia peptidica igual a originada a partir do gene gE
nativo (Fig. 11), pois na otimizagdo sdo substituidas algumas trincas por outras que resultem no

mesmo aminoacido, mantendo, assim, a mesma sequéncia peptidica da proteina nativa.

BDownload ~ Graphics
Sequncia otimizada para P. pastoris
sequence ID: Icl|30249 Length: 412 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 412 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
827 bits{2135) 0.0 Compositional matrix adjust. 412/412(100%) 412/412(100%) 0/412(0%)

Query 1 LEKREAEAPGEFVIEVESPSAEVWDLSTEAGDDDLDGDLNGDDRRAGFGSALASLREAFEL 60
LEKREREAPGEFVIEVESPSAEVWDLSTEAGDDDLDGDLNGDORRAGFGSALASLREAFEL
Sbject 1 LEKREAERAPGPVIEVESPSAEVWDLSTEAGDDDLDGDLNGDDRRAGFGSALASLREAFFE &0
Query 61 HLVNVSEGANFILDARGDGAVVAGIWI FLEVRGCDAVAVIMVCFETACHEDLVLGRACVE 120
HLVNVSEGANFILODARGDGAVVAGIWI FLEVRGCDAVAVIMVCFETACHPDLVLGRACVE
Sbjct 61 HLVHVSEGANFILDARGDGAVVAGIWI FLEVRGCDAVAVIMVCFETACHPDLVLGRACVE 120
Query 121 EAPERGIGDYLEPEVFRLOQREPPIVIPERWSPHLIVERATENDTIGLYILHDASGFREVFF 180
EAFERGIGDYLEPEVERLOREFFIVI FERWSPHLTVERATFNDTGLYTLHDASGFRAVEF
Sbjct 121 EAPERGIGDYLFPEVFRLOREFPIVIPERWSPHLTVERATENDTGLYTLHDASGFREVFF 180
Query 181 VAVGLDRFPAFLAFVGFARHEFRFHALGFHS(QLFSPGDTFDLMFEVVSDMGDSRENFIATL 240
VAVGDRFFAFLAFVGPARHEFRFHALGFHSQLF SFGDT FDIMPRVVSIMGDSEENFTATL
Sbjct 181 VAVGLRFPFAFLAFVGFARHEFRFHALGFHS(QLFSPGLTFDLMFEVVSDMGDSRENFTATL 240
Query 241 DWYYARAPPRCLLYYVYEPCIYHPFRAPECLRPFVDPACSFTSPRARARLVARRAYASCSFLL 300
DWYYARAPPRCLLYYVYEPCIYHPRAFECLRFVDPACSFI SPARARLVARRAYASCSELL
Sbjct 241 DWYYARAFPRCLLYYVYEFCIYHPFRAPECLRFVDFACSFISERRARLVARRAYASCSFLL 300
Query 301 GDEWLTACPFLDAFGEEVHINATADESGLYVLVMTHNGHVATWDYTILVATAREYVIVIKEL 360
GDRWLIACPFDAFGEEVHTNATADESGLYVLVMTHNGHVATWDYTLVATAREYVIVIKEL
Sbjct 301 GDEWLTACFFLDAFGEEVHINATADESGLYVLVMTHNGHVATWDYTILVATAREYVIVIKEL 360
Query 361 TAPARAPGTPWGPGGGLLAIYVDGVITPAPPARFWNPHHHHHHHHHH*SEAL 412

TAPARAPGTPWGPGEGLDATIYVDGVITFAPPARPRNPHHHHHHHHHE * SRAR
Sbjct 361 TAPARAPGTPWGPGEGLLAIYVDGVITPAPPARFWNPHHHHHHHHHH*SRLL 412

Figura 11. Alinhamento das sequéncias peptidicas do gene gE nativo (Query) e do gene gEs (Sbjct), demonstrando
100% de homologia.

A transformacéo das células E. coli com a construgdo pBSKgEs resultou no crescimento
de aproximadamente 60 coldnias transformadas, que foram selecionadas pelo crescimento em
meio LB solido contendo Ampicilina. Ap6s a digestdo do DNA plasmidial de oito colbnias
transformadas com as enzimas Xhol e Notl houve a liberacdo da gEs (~1300pb) e do vetor
pBSK (~3000pb), confirmando assim a clonagem da E. coli com a construcdo pBSKgEs (Fig.
12).
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<3000 pb

~1300pb
1000 pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1,0% revelando o produto da digestdo com as enzimas Xho | e Not | do
DNA plasmidial de oito clones, e consequente liberacdo dos fragmentos do vetor pBSK (~3000pb) e da sequéncia
gEs (~1300pb).

O produto da ligacdo do pPICZaA com o gEs (pPICZaAgEs) foi utilizado na clonagem
de E. coli, resultando na transformacdo de aproximadamente 60 col6nias que cresceram em
placa contendo meio LB sélido com Zeocina (100ug/uL). O DNA plasmidial extraido das
coldnias inoculadas em LB liquido foi submetido a digestdo com as enzimas Xho | e Not |
havendo a liberacdo de dois fragmentos, um correspondente ao vetor pPICZaA (~3600pb) e
outro ao gEs (~1300pb), o que confirmou a clonagem do inserto gEs no vetor. Na analise do
resultado do sequenciamento da construgdo pPICZaAgEs ficou evidente a incluséo do inserto

corretamente no sitio de restricdo do vetor (Fig. 13).
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Figura 13. Analise comparativa do sequenciamento da construgdo pPICZaAgEs com a sequéncia gEs otimizada,
utilizando o softwere Clustal 2.1. A sequéncia selecionada em azul é referente ao alinhamento da gEs e a por¢éo em

vermelho é referente ao vetor, indicando a inser¢éo correta da gEs no pPICZaA.

O DNA plasmidial extraido do clone obtido com a constru¢do pPICZaAgEs, ja
linearizado e purificado a partir do gel, resultou em 173 ng/uL de DNA em 600uL, sendo
necessario concentrar esse DNA a vacuo (Centrivap DNA concentrator, Labconco®) até 2
pg/ul em 30 pL (Fig. 14).

s000pb 4900 pb

Figura 14. Digestdo de duas constru¢des pPICZaAgEs com a enzima Sac | cortando o vetor em Unico sitio de
restricdo. Marcador de pares de bases de 1 kb (1); DNA plasmidial extraido de dois clones (2 e 4); DNA plasmidial

linearizado apds a digestdo (3 e 5).

Como resultado da eletroporagdo das duas linhagens de P. pastoris observou-se
crescimento ao quarto dia de aproximadamente 100 coldnias em cada placa. 45 coldnias de cada
linhagem, KM71H e X-33, cresceram na sele¢do dos clones com mdaltiplas copias.

O colony blot demonstrou a identificacdo da calda de histidina presente na gEr, e que 0s
clones das linhagens KM71H e X-33 expressaram a proteina gEr de forma semelhante (Fig. 15).
Dois clones de cada linhagem foram escolhidos aleatoriamente para indugdo em média escala. A
analise do gel de SDS-PAGE das proteinas precipitadas do sobrenadante dos cultivos
demonstrou a presenca de uma proteina de aproximadamente 50kda, correspondente a gEr, a
partir de 72 h de inducgéo dos clones (Fig. 16).
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Figura 15. Membrana de PVDF sensibilizada com anticorpo anti-His e revelada com BCIP®/NBT. Identificagio
da calda de histidina na gEr expressa nas diferentes colénias das linhagens X-33 (col6nias acima da linha) e
KM71H (colbnias abaixo da linha), demonstrando semelhante expressdo entre elas. Destacado em vermelho o

controle negativo da linhagem X-33.

66 kDa ==

45 kDa

30 kDa

Figura 16. Gel de SDS-PAGE 15% corado com azul de Comassie. marcador de peso molecular (1); clone
pPICZaAgEs.03 em 24h, 48h e 72h, (2, 5 e 8, respectivamente); clone pPICZaAgEs.05 em 24h, 48h e 72h, (3,6 ¢
9, respectivamente); pPICZaAgEs.15 em 24h, 48h e 72h, (4, 7 e 10, respectivamente).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi adotada a estratégia de clonar o gene sintético da proteina gE do SHV1
em P. pastoris usando gene sintético cédon otimizado. Estratégias convencionais de clonagem
de genes virais utilizam PCR para isolar o gene de interesse, a partir de amostra biologica, e
construir a sequéncia de clonagem com os sitios de restricdo adequados. Isto implica em risco de
erros na sequéncia nucleotidica, mesmo com o uso de enzima Tag DNA Polimerase de alta
fidelidade, e de exposicdo a agentes infecciosos. Todo esse trabalho requer tempo e custo
consideraveis, além de se tornar empecilno em algumas estratégias de clonagem (AL-
MUBARAK, ZHOU e CHOWDHURY, 2004).

Por outro lado, varias sdo as vantagens no uso do gene sintético. Ao receber a sequéncia
de clonagem ja com os sitios de restri¢do inseridos e clonada em vetor de passagem evita 0s
erros decorrentes da construcdo convencional de sequéncias, evita o risco de contaminagdo no
manuseio de material bioldgico, além de facilitar o processo de clonagem e diminuir
relativamente os custos. Além disso, 0 uso do gene sintético também permite adequar a
sequéncia de clonagem para um fragmento com maior facilidade de traducdo. A substituicdo dos
cbédons originais por cddons preferenciais para o hospedeiro de clonagem, no caso P. pastoris,
permite melhor taxa de traducdo e, consequentemente, maior produtividade na producdo da
proteina recombinante. Para a expressdo de algumas proteinas o uso de sequéncia otimizada é

essencial para que ocorra a sintese proteica (BAZAN et al., 2009).

O uso da levedura P. pastoris como sistema de expressdo de proteinas heter6logas tem se
estabelecido nos dltimos anos como sistema eficiente e que apresenta bom rendimento proteico
a, relativamente, baixo custo. Este sistema apresenta ainda as vantagens de ser uma levedura de
facil manipulacdo genética, metilotréfica, com alto rendimento, e com fécil recuperagdo da
proteina recombinante, que pode ser secretada para o meio extracelular e purificada por
processos simples atraves de centrifugacdo ou dialise, pelo fato dessa levedura secretar baixa
taxa de proteinas nativas (AO et al., 2003; MACAULEY-PATRICK et al., 2005).

As opcoes de vetores de clonagem disponiveis comercialmente que tenham a habilidade
de secretar a proteina recombinante sdo diversas. O pPICZaA, escolhido neste trabalho, que

possui 0 sinal a-MF de secrecdo e a marca de selecdo Sh ble, demonstrou eficiéncia na
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clonagem, na expressdo, na sele¢do de clones com multiplas cépias e na secrecdo da gEr, tanto
nos clones da linhagem X-33 como nos clones da linhagem KM71H, resultado obtido também
por Coutinho (2011) e Silva (2012), trabalhando com a clonagem de genes dos vitus da anemia

Infeciosa Equina e Circovirus suino, respectivamente.

A utilizacdo da linhagem X-33 da P. pastoris permitiu a formacdo de clones com
fendtipo MUT™, que sdo desejaveis na producdo de certas proteinas heterdlogas e na obtencédo de
alta produtividade proteica, o que é favoravel na producdo comercial em grande escala. Ja o
fendtipo MUTS, obtido na linhagem KM71H, permite a expressdo mais lenta da proteina
recombinante realizando as etapas pds-traducinais de forma mais refinada, o que é necessario
para certas proteinas que precisem passar por essas etapas para serem secretadas de forma
imunorreativa (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; DALY e HEARN, 2005).

O colony blot demonstrou a presenca da gEr através da identificacdo da calda de
histidina. Este imunobloting seria capaz de identificar clones com alta expresséo da gEr,
possibilitando a escolha desses clones para inducdo em frascos, como foi observado por Mariz
(2012). Porém, a expressdo da gEr foi semelhante entre os clones de ambas linhagens, o que ja
era esperado, pois em uma primeira selecéo, os clones foram cultivados em alta concentragéo de
zeocina, sendo escolhidos apenas 0s mais resistentes, ou seja, com mdultiplas copias do cassete
de expressao (CREEG, VEDVICK e RASCHKE, 1993).

A maxima expressao da gEr observada 72 h ap6s o inicio da indugdo também foi relatada
por Ao e colaboradores (2003), ao verificar que 66,67% das proteinas do sobrenadante
correspondia a proteina recombinante. Quando expressa em Baculovirus a proteina
recombinante também apresentou o melhor nivel de expressdo 72 h apds o inicio da inducdo
(SEBASTIAN, et al., 2008).

A gEr ndo foi identificada no Western blot quando utilizado anticorpo anti-His, isso pode
ser justificado pela ndo exposicdo da calda de histidina apds a desnaturacdo por calor da proteina
recombinante para teste no Western blot. Essa auséncia de sinal pode ser atribuida ainda a perdas
proteicas durante a manipulacdo das amostras ou até mesmo por baixo nivel de expresséo,
sugerindo a otimizacdo desse sistema de expressao. Mas, como ja foi observado por Silva (2012)
e Jesus (2012), a ndo identificacdo da calda de histidina no Western blot ndo indica que a

proteina ndo esta presente ou que ela ndo seja capaz de expressar seus epitopos e reconhecer
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anticorpos especificos.

O gene gE do SHV1 ja foi clonado por completo por Dambros e colaboradores (2007),
em sistema de expressdo usando Baculovirus, porém esse sistema € dispendioso apresentando
elevado custo/beneficio (PRUD’HOMME et al., 1997). Alguns epitopos da gE ja foram
clonados em P. pastoris por Ao e colaboradores (2003), contudo, ndo apresentou sensibilidade
ideal. O uso de partes de uma proteina em estratégia de imunodiagnostico pode resultar em teste
de baixa sensibilidade, por ndo apresentar epitopos conformacionais imunorreativos (VAN
OIRSCHOT, 1986), o que ja foi evidenciado para gk do SHV1 (SERENA et al., 2011; AO et
al., 2003). A sequencia clonada neste trabalho corresponde a por¢do extracelular da gE, que tem
se mostrado altamente imunoreativa em testes imunoenzimaticos - ELISA (SEBASTIAN, et al.,
2008) . Espera-se que ELISA utilizando a gEr, expressa em P. pastoris, deve apresentar alta
sensibilidade e especificidade, por esta proteina apresentar a conformacéo natural, garantida pelo
uso de sistema de expressdo eucarioto que realiza as etapas pos-traducionais necessarias a
formacdo de uma proteina imunorreativa (AO et al., 2003; COUTINHO, 2011).

S&0 necessarios testes para padronizar o ELISA recombinante com a gEr, que podera ser
utilizado no diagndstico da DA. Este ELISA serd capaz de diferenciar animais vacinados com
vacinas deletadas de animais naturalmente infectados, respeitando as normas brasileiras que

regem as estratégias de controle da DA.
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7. CONCLUSAO

O sistema de clonagem e expressdo de proteinas heter6logas utilizando a levedura P.
pastoris foi eficiente para producédo, na forma imunorreativa, da proteina recombinante gE (gEr)
do virus da Doenga de Aujeszky.
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