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RESUMO

O impacto econdmico causado pela Doenca de Aujeszky (DA) tem diminuido com uso de
vacinas deletadas para o gene gE do Virus da DA e testes diagndsticos para deteccdo de
anticorpos especificos para a proteina correspondente ao gene deletado, para diferenciacdo dos
animais infectados dos vacinados - DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated
individuals). O objetivo com este trabalho foi clonar e expressar o gene referente a porcéo
extramembranar da glicoproteina gE do virus da DA em sistema de expressao E. coli utilizando
gene sintético com codons otimizados e proteina fusionada a tiorredoxina (Trx), e avaliar seu
potencial uso em ELISA. Apés a clonagem, expressdo e a identificacdo da proteina gE
recombinante (gErec*Trx) em Western blotting com anticorpo anti-His, a gErec*Trx
(aproximadamente 60 kDa) foi usada como antigeno em ELISA (ELISAgErec) utilizando
Proteina G peroxidase como conjugado. Amostras previamente testadas em virusneutralizacao
(VN) e em ELISA comercial foram testadas no ELISAgErec, e o ponto de corte (>0,13) foi
definido por andlise da curva ROC. Foram utilizados 599 soros de suinos, sendo 208 positivos
virusneutralizacdo (VN) e 391 negativos em ELISA comercial para deteccao de anticorpos anti-
gE do virus da DA, sendo 300 oriundas de Granjas de Reprodutores Suinos Certificadas
(GRSCs) e 91 de propriedades tecnificadas do estado de Pernambuco. O ELISAgErec
apresentou sensibilidade de 97,6% e especificidade de 96,4%. Para avaliar a sensibilidade
analitica e o limite de deteccao foi testado o soro internacional de referéncia para a DA, e para
avaliacdo da especificidade analitica foram testados soros de suinos Livre de Patdgenos
Especificos (SPF) vacinados com as principais vacinas usadas em suinos. O ELISAgQEr
apresentou maior sensibilidade que o ELISA comercial demonstrando assim sua capacidade de
distinguir animais sadios e vacinados dos animais infectados. Além de apresentar boa
solubilidade a gErec se manteve imunorreativa no mesmo titulo no ELISAgErec ap0s varios

meses estocada a 4 °C, e mesmo apas estresse térmico a 70 °C apresentou mesmos resultados.

Palavras-chave: antigeno recombinante, estabilidade proteica, Tiorredoxina, DIVA,

imonodiagndstico.



ABSTRACT

The economic impact caused by Aujeszky's disease (AD) has decreased with the use of vaccines
deleted for the gE gene of the AD Virus and diagnostic tests for the detection of antibodies
specific to the protein corresponding to the deleted gene for differentiation of infected animals
from the vaccinated - DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated individuals). The goal
of this work was to clone and express the gene related to the extramembrane portion of the gE
glycoprotein of the DA virus in E. coli expression system using synthetic gene with optimized
codons and thioredoxin fused protein (Trx), and to evaluate its potential use in ELISA. After
cloning, expression and identification of recombinant gE protein (gErec*Trx) in Western
blotting with anti-His antibody, gErec*Trx (approximately 60 kDa) was used as antigen in
ELISA (ELISAgErec) using Protein G peroxidase as conjugate. Samples previously tested in
virus neutralization (VN) and in commercial ELISA were tested in ELISAgErec, and the cutoff
point (> 0.13) was defined by ROC curve analysis. A total of 599 sera from pigs were used, of
which 208 were positive VN and 391 negative in commercial ELISA for the detection of anti-
gE antibodies from the DA virus, of which 300 originated from Certified Porcine Breeding
Farms (GRSCs) and 91 from Technological properties of the State of Pernambuco.
ELISAgErec presented sensitivity of 97.6% and specificity of 96.4%. To evaluate the analytical
sensitivity and limit of detection, the international reference serum for AD was used, and for
analysis of the analytical specificity were tested sera from pigs Pathogen-Specific Free (SPF)
vaccinated with the main vaccines used in pigs. ELISAgEr showed greater sensitivity than the
commercial ELISA thus demonstrating its ability to distinguish healthy and vaccinated animals
from infected animals. In addition, to showing good solubility, gErec remained immunoreactive
in the same titre in ELISAgErec after several months stored at 4 °C, and even after thermal

stress at 70 °C it presented the same results.

Key words: Recombinant antigen, protein stability, Thioredoxin, DIVA, immonodiagnosis.
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Aujeszky (DA), causada pelo Herpesvirus Suino 1 (SHV1), é uma virose
que causa considerdveis perdas econdmicas a industria suinicola mundial. A DA é de
notificacdo obrigatodria, segundo a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2012), o que

gera a possibilidade de criacdo de barreiras sanitarias para 0 comércio internacional.

O SHV1 é um virus envelopado que apresenta importantes glicoproteinas em sua
superficie. Algumas estdo envolvidas na interagdo virus-hospedeiro e sdo imprescindiveis a
replicacdo viral (gB, gH, gD, gL e gK), outras (gC, gE, gG, gl e gM) ndo sdo essenciais
(NAUWYNCK, 1997). Com base nisto, foram desenvolvidas vacinas atenuadas com cepas
cujos genes gE, gC ou gG foram deletados (FREULING et al 2017), o que permitiu o uso de
teste soroldgico para deteccao de anticorpos especificos para a proteina correspondente ao gene
deletado, para diferenciacdo dos animais infectados dos vacinados - DIVA (Differentiating

Infected from vaccinated individuals), termo proposto por Van Qirschot (1999).

O controle da DA tem sido conduzido com o uso de vacinas deletadas para os genes gE,
gC ou gG, monitoramento dos rebanhos por testes DIVA e eliminag¢do dos animais positivos e,
na fase final de erradicacdo, dos rebanhos positivos (CIACCI-ZANELLA e FLORES, 1995).
Apesar de ndo impedir a infeccdo nem o estabelecimento do estado de laténcia, a vacinacdo
diminui consideravelmente os sinais clinicos, a mortalidade e a transmissao do virus no rebanho
(VAN OIRSCHOQOT, 1999; FREULING et al 2017).

As cepas vacinais mais utilizadas para a DA sdo atenuadas por delecdo do gene gE do
SHV1 (FREULING et al., 2017). A proteina gE é produzida em altos niveis na célula infectada,
sendo fundamental para a disseminag&o e viruléncia do SHV1 e é a proteina mais importante
na produgdo da resposta humoral em suinos naturalmente infectados. Além disso, a gE €
altamente conservada entre as diferentes amostras virais de campo, inclusive as brasileiras
(MENGELING et al., 1997; FONSECA JUNIOR, 2010). Os ELISA DIVA para DA foram
desenvolvidos inicialmente com anticorpos monoclonais (mAbs) contra epitopos de gE,
empregados em ensaios competitivos (VAN OIRSCHOT, 1986; VAN OIRSCHOT et al., 1988)
e, mais recentemente, com o uso de gE recombinantes produzida em baculovirus (KIMMAN et
al., 1996; SERENA et al., 2011), Escherichia coli (MORENKOQOV, FODOR e FODOR, 1999)
e Pichia pastoris (AO et al., 2003). Apesar de ser o ELISA com mAbs 0 mais empregado como

DIVA, a producdo de mAbs € dispendiosa, emprega cultivo celular ou animais de laboratério
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(DEB et al., 2013) e, no caso especifico da gE, pode haver o risco de variagdo antigénica das
cepas de campo exatamente nos epitopos para os quais 0s mAbs foram produzidos, conforme
alertado no trabalho original de desenvolvimento (VAN OIRSCHOT et al., 1986).

A proteina g do SHV1 é glicosilada. Assim, através da engenharia genética,
teoricamente, tem a indicacdo de ser produzida usando-se sistemas eucariotos, que realizam
modificacbes pds-traducionais, como a glicosilacdo. Os ELISAs com gE produzidas em
baculovirus e P. pastoris apresentaram baixas sensibilidade e especificidade (AO et al., 2003;
SERENA et al., 2011). Por outro lado, o sistema de expressao E. coli, principal escolha da
indUstria mundial, tem facilidade de manipulacdo, relativamente baixo custo de cultivo e
producdo de alta qualidade e quantidade (DEMAIN e VAISHNAYV, 2009; JIA e JEON, 2016).
Diferentes porcdes da gE ja foram clonadas em E. coli e utilizadas em ELISAs, que
apresentaram resultados promissores (NI et al., 2004; YONG et al., 2005), apesar das limitacdes
desse sistema em realizar pontes de sulfeto, dobramentos estruturais, glicosilacdo e outras
modificacfes pos-traducionais que garantem a adequada formacéo e funcionamento da proteina
heter6loga (DALY e HEARN, 2005).

As tecnologias utilizadas na clonagem de e expressao de genes de proteinas heterdlogas
tém avancado significativamente com a possibilidade de analises in silico e melhor desenho de
estratégias. O uso de gene sintético, com cddons otimizados para o hospedeiro, tem se mostrado
eficiente para melhorar a qualidade da expressdo (GUSTAFSSON et al., 2004), com
incremento, em E. coli, de cinquenta a cem vezes o nivel de producdo da proteina recombinante
(RANGWALA et al., 1992). Adicionalmente, varias proteinas de fusdo tém sido usadas como
estratégias para conferir atribui¢cbes a proteina recombinante que permitem o aumento da
producdo, solubilidade, estabilidade, purificacdo por afinidade, imunodeteccdo e estabilidade
conformacional (KOSOBOKOVA et al., 2016). Genes fusionados ao gene da tiorredoxina
guando induzidos produzem, em elevados niveis, a proteina alvo em forma soltvel e bioreativa,
com alta estabilidade térmica, o que tem permitido sua purificagdo com protocolos de
aquecimento e centrifugacdo (LAVALLIE et al., 2000; MARCO et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um ELISA DIVA para diagnostico da DA
em suinos, empregando gE recombinante, produzida em E. coli, fusionada a tioredoxina com

elevada solubilidade, estabilidade e imunorreatividade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Suinocultura

A suinocultura no mundo esta em expansdo, e 0 consumo de carne suina e seus derivados
tém aumentado conforme também muda o padrdo de vida nos paises em desenvolvimento. Na
presente decada esse mercado ja possui o dobro de animais que continha na década de 70, como
producdo e consumo globais (ABIPECS, 2013, ABPA, 2017).

A carne suina é a proteina animal mais consumida no mundo, oferecendo varios
beneficios a salde. Além de fonte proteica € 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% entremeada no musculo. Esta caracteristica permite
ao consumidor maior controle na ingestdo de gordura, pois possibilita a remocgéo de grande
parte do tecido adiposo e o preparo de pratos menos caldricos (SARCINELLI, VENTURINI e
SILVA, 2007; ABIPECS, 2013).

A restricdo médica a utilizacdo sem controle da gordura animal na dieta humana e a
substituicdo desta pela gordura vegetal, provocou mudancas no perfil da producgdo de suinos no
mundo. Nos ultimos anos houve a progressiva substituicdo do suino tipo banha (grande produtor
de gordura) pelo suino tipo carne (menor producao 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 quase
10% do volume exportado no mundo, ficando atras nas exportacdes apenas dos Estados Unidos,
Unido Europeia e Canada. Em 2014 produziu 3.471,7 mil toneladas desta carne, sendo 14,2%
(505 mil toneladas) dessa producdo destinada exportacdo, chegando a lucrar mais de US$ 1,3
bilhdo. Em 2015 houve abate recorde de suinos, com aumento de 5,7% em comparagdo ao ano
anterior, e esse crescimento observado no setor est estimulando o aumento dos investimentos
na suinocultura industrial (ABPA, 2017).

O grande fator que implica no volume de exportacdo de carne suina e influencia no
surgimento de barreiras econémicas no Brasil € a situacdo sanitaria atual do pais. Paises como
Coreia do Sul, india, Africa do Sul, México e alguns outros, que so potenciais consumidores
deste produto, ndo importam a carne brasileira principalmente pela situacao sanitaria dos nossos
rebanhos em relacdo a Febre Aftosa, onde o Brasil € considerado livre apenas no Estado de

Santa Catarina, e nos demais Estados € livre com vacinacédo (ABIPECS, 2013).
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O Brasil é um grande consumidor da carne suina, onde cerca de 85% da producéo é
consumida pelo mercado interno. A regido sul € a maior produtora, consumidora e exportadora
de carne suina e seus produtos (ABIPECS, 2013). A producdo de suino para distribuicéo e
comercializacdo s6 pode ser realizada pelas Granjas de Reprodutores Suinos Certificadas
(GRSC), e a certificacdo dessas granjas € baseada na comprovacao da auséncia de doencas
(Peste Suina Classica, Doenca de Aujeszky (DA), Tuberculose, Brucelose, Leptospirose e
Sarna) onde o rebanho é submetido a testes laboratoriais semestrais (MAPA, 2017).

Sdo diversos 0s agentes patogénicos que acometem suideos. Podem ser bactérias,
parasitos, protozodrios 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 DA sdo exemplos de enfermidades frequentes em
rebanhos suinos. Dentre essas enfermidades a Peste Suina Classica e a DA possuem programas
préprios de fiscalizacdo no Sistema Unificado de Atencédo a Sanidade Agropecuéria (SUASA),

para controle e erradicacdo das mesmas (MAPA, 2017).

2.2 Doenca de Aujeszky

2.2.1 Breve Historico

A DA foi descoberta por Aladar Aujeszky, médico veterinario hingaro que identificou
que se tratava de uma doenca viral e conseguiu reproduzir a enfermidade em céo e em gato no
ano de 1902 (AUJESZKY, 1902. apud LEE e WILSON, 1979). 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 doencga "mad-itch” em 1931, s6 depois que foi confirmada como sendo
a DA, e ficou conhecida como Pseudoraiva ap6s a identificacdo do agente e pela semelhanca
clinica apresentada com a raiva (LEE e WILSON, 1979).

Antes da década de 60 a doenga tem sido importante apenas em alguns paises da Europa.
Mas, ap0s a década de 70, a DA ja estava causando prejuizos na suinocultura por todo o mundo,
o que foi impulsionado pelas mudancas na criacdo e forcou a industria suinicola a buscar
solugdes para esse problema (PEJSAK e TRUSZCZYNSKI, 2006). O primeiro caso observado
da DA no Brasil ocorreu em Sao Paulo em 1912, e a doenca foi registrada em varios outros
Estados da federacdo. No final da década de 40 o pais ficou conhecido como o maior foco da
DA no mundo, onde ocorreram 111 surtos (LEE e WILSON, 1979).
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A DA esta na lista de infeccbes e infestagdes da OIE que exige notificacdo do
surgimento de casos e surtos (OIE, 2012), e é responsavel por consideraveis perdas econémicas
diretas e indiretas a industria suinicola mundial, decorrentes do impacto na producéo, havendo
a eliminag&o dos animais infectados dos rebanhos e restrigdo ao comercio internacional de seus
produtos (VERPOEST et al., 2017).

Surto da DA no Rio Grande do Sul causou prejuizos enormes as criacdes de suinos. A
presenca do virus no rebanho levou a alta taxa de mortalidade em leitdes pré-desmame e taxa
de abortamento de 5% entre as matrizes. Com o objetivo de controlar e erradicar o virus,
levantamento soroldgico foi realizado no rebanho foco e em rebanhos vizinhos, resultando na
identificacdo de 82 propriedades com a presenca do virus e mais de 35 mil animais infectados.
Os rebanhos positivos foram eliminados, respeitando o vazio sanitario de 28 dias antes do

repovoamento, causando prejuizos aos suinocultores (GROFF et al., 2005).

2.2.2 SHV-1

O agente causador da DA ¢é o SHV-1, também conhecido como Virus da Doenca de
Aujeszky (VDA) ou Virus da Pseudoraiva (Pseudorabies virus — PrV). O SHV-1 é um DNA
virus pertence a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e
género Varicellovirus. Baseado na similaridade gendmica, quatro géneros compdem 0s
Alphaherpesvirus: Varicella-Zoster virus, Herpes Simplex virus tipo 1, Infectious
Laryngotracheitis virus e Virus da Doenca de Marek (METTENLEITER, 1996; MORENKOV
etal., 1997; ICTV, 2017).

O SHV-1 possui tamanho entre 200 e 250nm, é composto por capsideo icosaédrico
simétrico formado por nucleoporteinas; tegumento, que é uma estrutura proteindcea amorfa,
envolta por uma bicamada lipidica, o envelope; seu material genético é composto por uma fita
dupla de DNA (Fig. 1). O genoma é formado por duas regides, 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 (METTENLEITER, 1996; KLUPP et al.,
2004; POMERANZ, REYNOLDS e HENGARTNER, 2005).

A arquitetura do capsideo dos Alphaherpesvirus tem sido estudada inicialmente no
HSV1. Contudo, a semelhanga morfoldgica e homologia dos componentes do capsideo indicam
que eles compartilham recursos comuns (PEJSAK e TRUSZCZYNSKI, 2006).
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A membrana viral possui onze proteinas que compdem o envelope. Elas possuem a
adicdo de cadeias de carboidratos, por isso, sdo denominadas glicoproteinas, e estdo envolvidas
em importantes interacdes virus-hospedeiro, sdo as gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL, gM e
gN (METTENLEITER, 2000). E imprescindivel a presenca de algumas (gB, gH, gD, gL e gK)
para que ocorra a replicagdo viral, ja outras gC, gE, gG, gl e gM ndo sdo consideradas essenciais
para a replicacdo do virus, e seus respectivos genes podem ser deletados para formar novas
cepas nao virulentas, possiveis de serem usadas como vacinas (METTENLEITER, 1996;
MENGELING et al.,, 1997, MORENKOQOV et al., 1997; POMERANZ, REYNOLDS e
HENGARTNER, 2005).

Figura 1. Particula viral dos Herpesvirus com quatro estruturas morfologicamente diferencidveis: O nlcleo 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 quinze proteinas diferentes, que constituem o tegumento. A particula esta
envolta por um envelope, camada lipidica contendo proteinas, principalmente as glicosiladas (METTENLEITER,
2003).

2.2.3 Hospedeiros e Transmissao

Os Alphaherpesvirus sao caracterizados por rapido crescimento litico em cultura de
celulas, neurotropismo, permanéncia em estado de laténcia nos neurdnios e por possuirem
ampla gama de hospedeiros, fatores que sdo pronunciados no SHV-1 (PEJSAK e
TRUSZCZYNSKI, 2006).

O virus da DA acomete varias espécies de mamiferos, em sua maioria a infeccao
apresenta taxa de mortalidade de 100%, inclusive nos suinos jovens. Apesar dos primatas ndo
humanos, do homem, e animais de sangue frio serem refratarios, em casos particulares a

infeccdo pode ocorrer em humanos, embora os riscos permanecam baixos (MRAVAK et al.,



18

1987). J& os equinos e 0s primatas apresentam relativa resisténcia a infec¢do pelo SHV-1
(METTENLEITER, LUKACS e RIZHA, 1985; METTENLEITER, 1996; PUSIC et al., 2011;
WOZNIAKOWKI e SAMOREK-SALAMONOWICZ, 2015).

A eliminacdo do virus acontece principalmente por secrecdo nasal, e a transmissao
ocorre pelo contato direto entre animais infectados e sadios. Por isto, a grande densidade
populacional nos rebanhos suinos facilita a disseminacdo do virus, o que € mais propicio
acontecer nas granjas de intensa producdo (ANDERSSON et al., 1997). O manejo natural
(extensivo) favorece a prevencao da transmissao do SHV-1 (MILICEVIC et al., 2016).

A propagacéo entre os rebanhos ocorre pela introdugdo de animais infectados pelo SHV-
1 no plantel (GROFF et al., 2005). Na aquisi¢cdo de animais, principalmente matrizes e
reprodutores, deve-se preconizar a realizacdo de teste diagndstico e respeitar o periodo de
quarentena, mesmo que sejam oriundos de GRSCs (OIE, 2012). A introducdo de um reprodutor
infectado no rebanho possibilita a rapida disseminacdo 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
SHV-1 no rebanho e entre rebanhos. J& os carnivoros tém como principal forma de infeccdo a
ingestdo de carne ou 0ssos de suinos mortos infectados pelo virus DA (CHRISTENSEN et al.,
1992; PUSIC et al., 2011).

A capacidade que o virus possui de infectar véarias espécies animais facilita sua
manutencgéo na natureza. Caninos, felinos, bovinos, ovinos, caprinos, macacos e roedores, em
contato com suinos infectados podem se infectar e transmitir o virus para areas livres da doenga
(PUSIC et al., 2011).

Em alguns paises o SHV-1 foi erradicado das cria¢gdes de suinos domésticos. Contudo,
0s suinos selvagens continuaram sendo uma ameaga constante para a producéo suinicola, por
serem reservatorios do virus e haver a possibilidade da infecgéo latente (METTENLEITER,
2000; MULLER, 2011; WOZNIAKOWKI e SAMOREK-SALAMONOWICZ, 2015;
MILICEVIC et al., 2016).

Suinos selvagens ndo apresentam o habito de terem contato constante, o que dificulta a
transmissdo do virus. Contudo, no periodo reprodutivo acontece a migracdo de animais para
acasalamento o que torna a transmissdo venérea a principal via de transmissao nesse grupo de
animais, mantendo a disseminacédo e permanéncia do virus (SMITH, 2012; MILICEVIC et al.,
2016).

Além disso, o virus pode ser deslocado por grandes distancias por vetores mecanicos,

animais domeésticos e selvagens, e na forma de aerossois, podendo chegar a rebanhos proximos
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e ampliar a zona afetada pela infeccdo. Morcegos hematofagos podem transportar o sangue
infectado e inocular em outros animais através da mordida (PUSIC et al., 2011). Animais
silvestres podem ser responsaveis pela transmiss@o do virus entre rebanhos. Mas, juntamente
com 0s vetores mecanicos e transmissdo por aerossois, sdo de pouca importancia
epidemioldgica em surtos da DA (GROFF et al., 2005; WOZNIAKOWKI e SAMOREK-
SALAMONOWICZ, 2015).

2.2.4 Patogenia e Sinais Clinicos

Para que ocorra a infeccdo na célula € fundamental a interacdo de glicoproteinas do
envelope viral com a membrana celular, onde ocorre o reconhecimento da célula alvo (gC),
ancoramento do virus (gD) e fusdo dessas duas membranas (gB, gH/gL e gD) (PEJSAK e
TRUSZCZYNSKI, 2006). Estas ultimas quatro proteinas apresentam seus respectivos genes
bem conservados nos virus da familia dos herpesvirus. Apos a entrada do virus na célula o
capsideo é orientado para o nucleo e libera 0 DNA viral através do poro nuclear
(METTENLEITER, 2000).

O SHV-1 é um virus multitrépico, porém, o principal sitio de laténcia sdo 0s neurénios.
Na infeccdo do Sistema Nervoso Periférico (SNP) o virus migra célula-célula através das
sinapses, até o Sistema Nervoso Central (SNC) causando encefalite letal. A atividade
deubiquitinase da proteina pUL36 garante ao virus capacidade de quebrar a barreira neuronal
na sinapse do neurdnio epitelial, permitindo sua transmissdo pelo sistema nervoso e garantido
a replicacdo do virus (YORK, 1996; SMITH, 2012).

No neurdnio infectado o virus pode apresentar trés vias de transporte: uma anterdgrada
para a periferia, na qual ele pode retornar ao epitélio; uma anterégrada para o0 SNC; e uma via
retrograda, onde retorna do epitélio para o sitio de laténcia (Fig. 2) (SMITH, 2012).

Laténcia é o periodo em que o DNA persiste, mas ndo sdo produzidas novas particulas
virais. Os principais sitios de laténcia do SHV-1 estdo do ganglio trigeminal, no bulbo olfatério
e nas tonsilas, e a presenca de um neurdnio infectado em laténcia limita uma nova infeccéo.
Cepa atenuada usada na vacinagdo infecta o neurbnio, que resiste a infeccdo com cepas
selvagens (METTENLEITER, 2000).

A viruléncia do SHV-1 € determinada por glicoproteinas de membrana, enzimas virais
e proteinas ndo essenciais do capsideo. Quando essas enzimas sdo inativadas e/ou 0s genes
dessas glicoproteinas ndo s@o expressos em células infectadas, o virus se torna atenuado
perdendo o poder de provocar a doenca (PEJSAK e TRUSZCZYNSKI, 2006).
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O virus da DA codifica varias proteinas com atividade enzimatica, sendo a mais notavel
a timidina kinase. Ela atua na neuroviruléncia mas néo é essencial ao virus, o que possibilita a
sua remocgao em cepas nao virulentas que podem ser usadas como vacinas (VAN OIRSCHOT,
1990; METTENLEITER, 2000).

O SHV-1 tem a capacidade de infectar células nervosas vizinhas a célula infectada
inicialmente, garantindo assim a disseminacao lateral do virus. Além do sistema epitelial e SNC
0 SHV-1 também infecta o sistema respiratorio, e outras células como os monacitos, assim,
através da viremia pode ser disseminado por via transplacentaria e também infectar 6rgaos
como o baco, figado, testiculo e medula 6ssea, podendo levar o animal a morte antes mesmo
do virus chegar ao cérebro (SMITH, 2012).

Epitélio Ganglio do SNP SNC
(periferia)
Via de transporte Via de transporte pu—
Nacleo anterdgrada (para periferia) anterdgrada (para SNC) P .
b Via de transporte retrégrada " I . I."\\ /":
T T\ Sitio de Terminal
, ) laténcia pré-
L Cel'u_la . Ve sinaptico
( ) satélite ) /
b . J L g _"":’-'/
- O -

Figura 2. Possiveis vias de transporte da particula viral em ganglio do SNC (Adaptado, SMITH, 2012).

O periodo de incubacdo do SHV-1 € de um a onze dias, sendo mais frequentemente
entre trés e seis dias, e o prurido intenso é o sinal clinico presente na maioria das espécies
acometidas, podendo ocorrer no inicio da infeccdo ou mais tarde (WITTMANN, 1986).

Outros sinais clinicos observados sdo variados, e irdo depender da idade do animal, do
periodo pos-infeccdo e da viruléncia da cepa infectante. Podem variar de inaparentes a
disturbios respiratorios, digestorios, reprodutivos e nervosos. Perda de apetite, cansaco,
espasmos nos musculos da face, disfagia, abortamentos, transtornos de comportamento e
convulsdes podem ser observados na infeccdo pelo virus da DA (MRAVAK et al., 1987;
VERPOEST et al., 2017).

Clinicamente a DA se assemelha a outras doencas frequentes em suinos. Porém, a
ocorréncia de problemas reprodutivos em fémeas, acompanhados de sinais neuroldgicos em
leitdes durante o crescimento, é altamente sugestiva da DA (LEE e WILSON, 1979). A infec¢éo

em porcas no inicio da gestacao, pode resultar em morte e abortamento ou em absorcao fetal.
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Ja na metade da gestagdo, ocorrem abortamento e mumificacdo fetal, enquanto que no final da
gestacdo podem ocorrer abortamento, natimortos ou nascimento de leitdes fracos que morrem
dentro de poucos dias de vida (WITTMANN, 1986; VERPOEST et al., 2017).

Quanto mais jovens 0s suinos mais sérios sdo 0s sinais clinicos e maior € a taxa de
mortalidade, podendo chegar a 100% dos leitbes com até duas semanas de idade (VERPOEST
et al., 2017). N&o apenas a idade pode influenciar a morbidade e a mortalidade, mas a
quantidade de virus e a sua viruléncia, somado as condi¢des individuais do animal infectado,
manejo do rebanho e situacdes de estresse, facilitam a dissemina¢do e manuten¢do do virus no
rebanho (WITTMANN, 1986; GROFF et al., 2005).

Em suinos acima de dois meses 0s sinais respiratorios sao mais evidentes, apresentando
rinite com espirros e descarga nasal que podem evoluir para pneumonia. Sinais respiratorios
séo os primeiros observados em animais adultos, juntamente com os problemas reprodutivos
em matrizes. A frequéncia de infecgdes secundérias € alta, e quando ocorrem podem elevar a
morbidade a 100% (METTENLEITER, 1996; POMERANZ, REYNOLDS e HENGARTNER,
2005; OIE, 2012).

Suinos adultos infectados podem sobreviver a infeccdo e ndo apresentarem prurido e
outros sinais, e mesmo assim tornarem-se portadores latentes do virus e a DA passar
despercebida no plantel. Esses animais sdo 0s principais responsaveis pela disseminacdo do
virus, porque ndo desenvolvem os sinais clinicos e permanecem imperceptiveis no rebanho,
transmitindo o virus pelo contato direto com animais saudaveis e entre animais de diferentes
espécies que tenham acesso as instalages da criacdo (METTENLEITER, LUKACS e RIZHA,
1985; McCAW, 1997; MORES et al., 2007; PUSIC et al., 2011). Essa disseminagdo acontece
por contaminacdo de fémites no ambiente, por contato com outros animais e até, em menor
frequéncia, por aerosséis (GROFF et al., 2005, WOZNIAKOWKI e SAMOREK-
SALAMONOWICZ, 2015, VERPOEST et al., 2017).

2.2.5 Diagnostico

No Brasil os testes soroldgicos autorizados para o diagnéstico da DA séo o ELISA e a
virusneutralizacdo. Podendo também ser utilizadas as técnicas de isolamento viral e a PCR no
diagndstico direto, pesquisando a presenca do SHV-1 em amostras de cérebro, baco, linfonodos,
pulméo, secre¢éo nasal e fetos abortados (BRASIL, 2007). Segundo a OIE a pesquisa indireta
pode ser também realizada por aglutinagdo em latex, mas o ELISA tem sido extensivamente

usado e atualmente existem varios kits comerciais (OIE, 2012).
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A PCR tem sido utilizada como meio diagndstico para deteccdo do SHV-1 em suinos
infectados, e demonstra boa especificidade. Porém, apesar desta técnica ser capaz de detectar
animais infectados ainda no periodo pre-soroconversdo, quando ela é usada para diferenciar
animais infectados de animais vacinados sua sensibilidade diminui consideravelmente, o que é
atribuido a variagdo génicas que pode existir no gene gE das cepas virulentas (MA et al., 2008).
A PCR duplex também demonstra eficacia, contudo, a adicdo de dois pares de primers na
mesma reacdo diminui a sensibilidade do teste (FONSECA JR, 2010). Além do mais, o0 gene
da gE possui uma alta quantidade de guanina e citosina o que pode dificultar a amplificacdo na
PCR (SERENA et al., 2013).

Existem algumas contradi¢cdes no uso da PCR para diagnéstico do SHV-1. O tipo e a
guantidade da amostra coletada e a forma de armazenamento e transporte podem resultar na
diminuicdo da carga viral e do seu material genético pela presenca de DNAse celular, que,
somando com a possivel incompatibilidade dos primers ou sondas, podem impossibilitar a
deteccdo do agente (MA et al.,, 2008). A PCR também tem demonstrado limitacdes em
identificar o agente causador em amostras de soro animal (AN et al., 2013).

O teste diagnostico comercial mundialmente usado é o ELISA indireto competitivo
(PRV gPI-Antibody Test Kit - IDEXX), que pesquisa anticorpos anti-gE no soro animal testado.
Esse ELISA utiliza mAb conjugado com a enzima peroxidase que reconhece apenas um ou dois
epitopos da g (MORENKOQV et al., 1999 e 1997; WU et al., 2017). Entretanto, outros testes
de ELISA tém sido estudados para o imunodiagnostico da DA (RO et al., 1995; SEBASTIAN
et al., 2008; SERENA et al., 2013).

O uso de mAbs para apenas um ou alguns epitopos da gE é insuficiente para o
diagnostico eficaz em um rebanho para identificar os animais infectados (MORENKOQOV,
FODOR e FODOR, 1999). Existem cepas de campo que podem apresentar perdas ou varia¢do
antigénica em epitopos especificos, fragilizando a sensibilidade de testes diagnosticos que
utiliza apenas mAbs (VAN OIRSCHOT, 1986; BEM-PORAT, 1986; AN et al., 2013). Teste
diagndstico com mAbs também pode apresentar limitaces na identificacao de anticorpos virais
na fase aguda da infeccdo (VAN OIRSCHOT, 1986).

Estudo comparando a capacidade de identificacdo de animais infectados no inicio da
infeccdo, demonstrou que o ELISA foi superior a virusneutralizagdo, detectando anticorpos
anti-SHV-1 nesses animais a partir do 5° dia pés infec¢éo, e ao 7° dia pods infeccdo ja foi capaz
de identificar >95% dos animais positivos, enquanto que para a virusneutralizagdo essa

deteccdo ocorreu no 8° e 21° dias, respectivamente. A superior sensibilidade do ELISA em
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detectar animais recém-infectados, quando comparado a virusneutralizacéo, reforca seu uso
como teste diagnostico confiavel para a DA (OREN et al., 1993).

Em leitdes, o contato com cepa virulenta do SHV-1, somado a presenca de anticorpo
anti-SHV-1 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. Os animais com infeccdo latente também podem apresentar
reducdo da resposta humoral, e por isso serem de dificil identificacdo em imunodiagndstico
(VAN OIRSCHOT et al., 1986).

Comparando a sensibilidade de dois ELISAs, um utilizando a proteina gG e o outro
utilizando a gE, observou-se que o ultimo foi capaz de identificar todos os leitbes 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).

Um grande desafio para o imunodiagnostico € possuir sensibilidade capaz de detectar
animais infectados no periodo de laténcia, em animais senis, e no inicio da infec¢cdo, onde o
titulo de anticorpos anti-SHV-1 diminui naturalmente (McCAW, 1997; SERENA et al., 2013).
Outro desafio encontrado é a limitacdo encontrada por alguns laboratérios em estabelecer a
estrutura e 0s equipamentos necessarios para o uso da plataforma ELISA no imunodiagnostico
(ECHEVERIA, NOSETTO e ETCHEVERRIGARAY, 2000).

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

ELISA sandwich utilizando a proteina gE e a proteina gB ou gD demonstrou alta
especificidade. Com a utilizacdo de mAbs especificos ndo ocorreu reacdo cruzada para
nenhuma proteina. Nao houve competicao entre o conjugado especifico para gE e para os mAbs
contra gB e gD e vice-versa, 0 que sugere a possibilidade do uso dessas proteinas em ELISA
para diagnosticar a DA (MORENKOV et al., 1997).

Estudo comparativo entre dois ELISAs indiretos, um utilizando a proteina gE
recombinante produzida em E. coli, e outro utilizando a mesma proteina purificada a partir de
particulas virais de cultivo celular, demonstrou sensibilidades de 80% e 97%, respectivamente.
Essa grande diferenca pode ser atribuida a auséncia de epitopos conformacdo-dependentes
imunodominantes da gE da E. coli (MORENKOV, FODOR e FODOR, 1999 e 1997).
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Todas as vacinas comercialmente disponiveis foram desenvolvidas com a gE ausente.
Essa proteina é idéntica em centenas de cepas circulantes no mundo, e por ser muito
imunogénica pode ser usada em testes diagndsticos para diferenciacdo de animais naturalmente
infectados e animais vacinados (VAN OIRSCHOT, 1986 e 1990; MOORMANN et al., 1990;
MENGELING et al., 1997; MA, 2008; GU et al., 2015).

Em teste ELISA utilizando revelacdo com troca de cations, foi possivel identificar
anticorpos anit-SHV1 e distinguir soros de suinos infectados e ndo infectados. Neste teste sdo
utilizados anticorpos monoclonais anti-lgG suina conjugados com nanocristais. Este método
apresenta alta sensibilidade e capacidade de diagnosticar a DA em animais no inicio da
infeccdo, quando os niveis de anticorpos ainda sdo baixos (LI et al., 2013).

ELISA competitivo utilizando mAbs anti-SHV I foi elaborado para o diagndstico da DA.
O teste usa anticorpo anti-coelho conjugado com a urease, e apesar de ser de execucdo mais
simples e ndo necessitar de leitor de densidade Gtica, o teste pode apresentar grande nimero de
falsos negativos, pois com o tempo de reacao alguns pogos podem absorver a amonia liberada
por po¢os negativos e também mudar de coloragdo. Este sistema € muito sensivel, podendo ser
influenciado  por pequenas variagbes de pH (ECHEVERIA, NOSETTO e
ETCHEVERRIGARAY, 2000).

Apesar de serem identificados os epitopos da gE, estudo utilizando anticorpo contra
apenas um epitopo, localizado no dominio C, para identificar animais infectados com SHV-1
através de ELISA direto, demonstrou ser insuficiente. Com a possibilidade de haver perda ou
variacdo da conformacéo de epitopos, a sensibilidade de teste diagnoéstico baseado em apenas
um epitopo pode diminuir. Portanto, quanto maior a variacao 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 diagnosticos
(VAN OIRSCHOQOT, 1986; MORENKOQV et al., 1997).

Uma proteina recombinante constituida dos epitopos imunodominantes A, B e D da gE,
e produzida em baculovirus, foi utilizada em ELISA recombinante para diagnosticar animais
infectados e diferencia-los dos vacinados. Utilizando a virusneutralizacdo como teste padréo
observou-se concordancia 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
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antigenicidade da gE. Apesar da gE ser uma glicoproteina e requerer processamentos pés-
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 expresséo procarioto foi incapaz
de produzir uma gE recombinante imunorreativa, seja pelo processamento e conformagéo
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 g 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
teste diagnostico apresentou especificidade de 100% e sensibilidade de 81%, quando
comparado 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 producéo de uma proteina de peso molecular entre 82.2 e 115.5 kDa.
Contudo, este sistema apresenta dispendiosa técnica, por necessitar de cultivo celular, e resulta
em baixo rendimento (VAN OIRSHOT et al., 1988; MELLENCAMP et al., 1989; WOLFER,
1990; PEETERS, 1992; XUAN, 1995; MORENKOV et al., 1997; ZARIPOV, 1998;
NISHIKAWA, 1999; DAMBROS et al., 2007; SERENA et al., 2013).

A sequéncia compreendida entre os nucleotideos 151 e 714, correspondente a uma
fracdo da porcdo extramembranar da gE, referente a apenas alguns dos seus epitopos de
superficie, foi clonada e expressa em Pichia 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).

Uma porcdo N-terminal da proteina g também foi produzida em P. pastoris para ser
usada em diagndstico por ELISA indireto, contudo apresentou muitos resultados falsos e nao
teve boas sensibilidade e especificidade. Quando essa proteina foi purificada e utilizada em
ELISA sandwich indireto, com o uso de anticorpo anti-gE monoclonal, também comparando
com ELISA comercial (IDEXX), apresentou melhores sensibilidade (89,53%) e especificidade
(90,32%).

Assim, 0 uso de proteina recombinante formada com apenas um ou alguns epitopos de
um antigeno limita sua capacidade de identificar animais infectados (VAN OIRSCHOT, 1986;
JACOBS et al., 1990; MORENKOV, FODOR e FODOR, 1999), o que ja foi evidenciado para
gE (SERENA et al., 2011), onde apenas o gene referente ao epitopo D dessa proteina foi

expresso e a proteina recombinante usada em ELISA, que apresentou especificidade de 86,7%
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e sensibilidade de 69,7%, e essa baixa sensibilidade de um imunodiagndstico é indesejada para
um teste utilizado como ferramenta em estratégias de controle da DA (MORENKOQV et al.,
1997).

2.2.6 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 SHV-1 é uma medida radical e dispendiosa, porém eficaz, de eliminar o virus. E
indicada em rebanhos com prevaléncia maior que 10% (GROFF et al., 2005; MORES et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2014).

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 realizacao de testes sorolégicos
nos animais do plantel; e a retirada dos animais positivos, repetindo o teste periodicamente. A
separagdo de recém-nascidos de fémeas infectadas antes que eles mamem o colostro permite
que a leitegada nao seja infectada, o que tem sido dificil de executar em rebanhos pequenos
com pouco espaco e pouca tecnificacdo empregada na criagdo (McCAW, 1997; GROFF et al.,
2005).

Sem a implementacéo de programa de erradicacdo da DA, a possibilidade da ocorréncia
de surtos aumenta cerca de 15% a cada ano. Sucesso no controle da doenca com a
implementacdo de programa de erradicacdo da doenca resulta no ganho da produtividade na
suinocultura, onde o custo para produzir um suino é menor. Dessa forma, o produtor gasta
menos investimentos para producgédo e pode repassar parte desse desconto para o consumidor
(ANDERSSON et al., 1997).

A vacinacao do rebanho, além de diminuir a disseminag&o do virus, garante moderada
protecdo contra a infeccdo, e reduz os sinais clinicos nos animais infectados. A vacina utilizada
deve ser escolhida de forma que permita 0 uso de teste diagnostico que diferencie animais
vacinados de animais infectados (WOZNIAKOWSKI e SAMOREK-SALAMONOWICS,
2015; YIN et al., 2017).

Em muitos paises onde a DA ¢é endémica o uso de vacinagdo € comum no controle da
doenca. Apesar de ndo impedir a infeccdo causada pelo virus, nem o estabelecimento do estado
de laténcia, a vacinagdo diminui a mortalidade e a transmissdo do virus no rebanho (VAN

OIRSCHOQT, 1986). O uso de vacina deletada tem diminuido e até inibido os sinais clinicos em
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animais infectados, assim como a eliminagdo do virus, o que tem favorecido o controle da
disseminacdo no rebanho (YIN et al., 2017).

Na China a DA tem sido controlada com o uso da vacinacéo, o que tem diminuido a
grande perda econdmica causada pela DA (AN et al., 2013; GU et al., 2015; YIN et al., 2017).
A utilizagdo de teste diagndstico que faga distingdo entre anticorpos vacinais e anticorpos
causados pela infeccdo é fundamental para esse objetivo (VAN OIRSCHOT, 1986;
MORENKOV et al., 1997).

Na década de 90 o The Scientific Veterinary Committee examinou e aprovou vacinas
atenuadas e vacinas deletadas para uso em programas de controle e erradicacdo do SHV-1. Com
a erradicacdo do SHV-1 na Dinamarca e na Gra-Bretanha todos os membros da Unido Europeia
se interessaram em fazer o mesmo. A Comunidade Europeia decidiu usar a estratégia vacinal,
com vacinas deletadas para o gene g (MOYGNAGH, 1997).

Em 1993, na Europa, foram decididas as regras de comércio de suinos. Estabeleceu-se
areas livres, 0 ELISA como teste padrdo, os laboratérios responsaveis, criacdo e divulgacéo de
esquema simples de producéo de suinos, aprovacdo de plano de erradicacdo em Luxemburgo,
e garantia da entrada de suinos em partes das areas livres (MOYGNAGH, 1997).

Apesar da vacinacgdo ter demonstrado eficacia na protecdo do rebanho e na diminuicao
da disseminacdo da DA, a maioria, se ndo todos, 0s pequenos criadores de suinos ainda nao
adotaram essa medida de controle em suas criagfes. Assim, a auséncia de manejo tecnificado e
de medidas de controle desses pequenos rebanhos, distribuidos por todas as regides, 0s tornam
potenciais reservatorios e disseminadores do SHV-1 (PUSIC et al., 2011).

Para gue haja sucesso em um programa de controle e erradicacdo algumas regras devem
ser seguidas: o programa deve ser adotado em todos os rebanhos; todos animais diagnosticados
positivos devem ser removidos; e devem ser estabelecidas normas para o controle do transito
de animais entre as zonas (GROFF et al., 2005). Programas que determinem a vacinagdo
compulséria tendem a ser mais eficientes quando comparados aos que apenas sugerem a
vacinacdo (MOYGNAGH, 1997)

Baseado nas legislagbes do SUASA e da OIE, o MAPA elabora as diretrizes para a
saude animal e define requisitos sanitarios e agdes de combate as doencas. Segundo 0 SUASA,
coordenado pelo MAPA, no caso da DA a estratégia do Brasil é a regionalizacdo das acOes
(BRASIL, IN 08 de 2007), contudo a adeséo dos Estados da Federacao é voluntaria. Além disso,
considerando a importancia econdmica da suinocultura e visando evitar a disseminagdo de
doencas e assegurar niveis desejaveis de produtividade, foram estabelecidas as GRSCs, livres

de importantes enfermidades como a DA (BRASIL, IN 19 de 2002). Assim, a comercializagdo
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e distribuicdo, no territério 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, com a utilizacdo de testes soroldgicos
(BRASIL, 2013).

No Brasil a DA é endémica, e atualmente, sé 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 é necessario o teste semestral para DA (BRASIL,
2013).

O teste diagnostico deve ser capaz de diferenciar animais infectados de animais
vacinados, apresentar baixo custo e confidveis sensibilidade e especificidade. A sensibilidade
do teste deve ser suficiente para identificar resposta humoral no inicio da infec¢éo e no periodo
de laténcia, onde o titulo de anticorpos diminui (Fig. 3) (VAN OIRSCHOT, 1986;
MENGELING et al., 1997; KINKER, 1997; McCAW, 1997).
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Figura 3. Diferente resposta imunoldgica obtida a partir de diferentes estratégias de vacinacdo e,
consequentemente, diferente resposta ao exame diagnostico. Resposta obtida quando o animal esté 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).
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2.2.7 Vacinas

No territério nacional s6 é possivel o uso de vacinas vivas e atenuadas que sejam
deletadas pelo menos para o gene gE, e somente com autorizacdo do MAPA. O uso de teste
diagndstico que permitam a deteccéo de anticorpos contra a proteina gE permite a identificacao
e diferenciacdo de animais infectados e vacinados (BRASIL, IN 08 de 2007).

A glicoproteina gE, também denominada gl (algarismo um romano), € uma proteina de
membrana tipo 1 que estd complexada com a glicoproteina gl (letra i maitscula), e sua por¢do
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 SHV-1 (METTENLEITER, 1996; KLUPP et al.,, 2004; POMERANZ,
REYNOLDS e HENGARTNER, 2005).

A gE é a principal responsavel pela neuroinvasao do virus e por sua disseminacéo célula-
célula, mas ndo € essencial para que ocorra a infeccdo. A auséncia da gE em cepas atenuadas
permite a primeira infecgdo, que ocorre nas células epiteliais e em neurdnios primarios nasais,
0 que possibilita a instalacdo da laténcia. Contudo, impede a transferéncia transsinaptica do
virus para outros neurdnios, interrompendo o ciclo e a viruléncia do virus (METTENLEITER,
2000).

Além da gE ser fundamental para a disseminacdo do virus célula-célula, é a proteina
mais importante na producéo da resposta humoral em suinos naturalmente infectados. E seu
gene € expresso em altos niveis na célula infectada e € a principal constituinte do envelope viral.
A gE também possui epitopos que sdo conservados nas cepas do SHV-1 (MORENKOV et al.,
1997).

Jacobs et al. (1990) utilizando anticorpos monoclonais produzidos em ratos
identificaram seis dominios imunogénicos na gE recombinante. Cinco desses dominios estavam
localizados entre os aminoacidos 52 e 238 da proteina gE indicando que apenas essa regido era
imunogénica em ratos, podendo ser a regido imunodominante da gE. O sexto dominio n&o foi
possivel ser detectado com monoclonal em imunodiagndstico, quando utilizado fracdo da
proteina adicionada a proteina de fusdo, o que indica se tratar de um epitopo conformacéo-
dependente. J& Morenkov et al. (1997) identificaram a regido compreendida entre o0s
aminoéacidos 1 e 125 como sendo imunodominante na gE.

Em estudo de mapeamento dos epitopos da gE, utilizando 17 mAbs especificos para

esta proteina, foram identificados nove grupos de dominios antigénicos topologicamente
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distintos com 11 diferentes epitopos, que foram diferenciados em conformacgdo-dependente e
conformacéo-independente, sendo os conformacionais epitopos imunodominantes da gE
(MORENKOQV et al., 1997).

Desses nove epitopos encontrados, oito sdo conformacdo-dependente, sendo esta
conformacdo a caracteristica principal na sua imunogenicidade. Epitopos conformac&o-
dependente sdo importantes na inducdo da resposta imune em ratos, e essenciais para a
producdo de alto titulos de anticorpos durante a infeccdo natural em suinos pelo SHV-I. Em
experimento onde se avaliou comparativamente a resposta humoral provocada pelos diferentes
epitopos da gE, animais infectados com epitopos lineares apresentaram resposta humoral fraca,
enguanto animais infectados com os epitopos conformacionais apresentaram maior producao
de anticorpos (MORENKOV et al., 1997).

Em fibroblasto humano o SHV-1 atua retendo 0 MHC de classe 1 (MHC-1) no reticulo
endoplasmatico, atraves da atuacdo da ICP47, que é uma proteina viral que impede o transporte
do MHC-1 para o lumem. Esta etapa ocorre imediatamente ap0s 0s primeiros genes virais serem
expressos, a nao apresentacdo do MHC-1 ou apresentacdo desta molécula malformada resulta
no impedimento resposta celular reconhecer as células infectadas e destrui-las (YORK, 1996).

Os neur6dnios, onde ocorre a forma latente do SHV-1, sdo celulas que naturalmente
expressam pouca ou nenhuma quantidade o gene do MHC-1 (YORK, 1996).

A resposta humoral produzida pelo SHV-1 varia consideravelmente entre 0s suinos
infectados e o periodo da infeccdo. A imunogenicidade das proteinas virais pode variar entre as
cepas, como também provocar estimulo para a producdo de anticorpos para diferentes epitopos
da mesma proteina em diferentes titulos (GU et al., 2015). Esse conhecimento é importante no
desenho e na escolha da vacinagdo, do método diagnoéstico e de medidas de controle da doenca
(MORENKOQV et al., 1997).

Avancos na biologia molecular e engenharia genética tém permitido métodos
diagndsticos e a criacdo de vacinas que tem favorecido a diminuigdo do prejuizo causado pela
DA, como também o controle e a erradicacao do virus (PEJSAK e TRUSZCZYNSKI, 2006).

A vacina mais utilizada mundialmente nos programas de controle e erradicacdo do
SHV-1 ¢ a cepa atenuada Bartha K61 (AN et al., 2013). Essa cepa possui uma grande delecao
dentro da regido Us do genoma viral. Essa delecdo génica compreende parte do gl, todo o gE e
Us9, e parte do Us2. Também apresenta mutagdes no gene gC e no gene UL21 (Fig. 4). Para
que a cepa retome a sua viruléncia é necessario 0 conserto dessas trés variacOes, que

dificilmente acontece e garante sua seguranca (METTELEITER, 2000).
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Em estudos realizados com a substitui¢do da regido Us do genoma de cepas virulentas,
onde esta localizado o gene gE, pela mesma regido de cepas ndo virulentas, verificou-se que o
virus permanecia imunogénico, porém ndo apresentava mais viruléncia. Sendo assim, virus
recombinante com essa engenharia genética usado na formulagéo de vacinas garante resposta
humoral contra o SHV-1 e diminui o risco de ocorréncia de sinais clinicos e disseminacéo do
virus (METTENLEITER, LUKACS e RIZHA, 1985; MOORMANN et al., 1990; GU et al.,
2015).

Cepa vacinal que tenha o gene da proteina gE deletado ndo provoca resposta
imunolégica para a proteina gE, consequentemente ndo produz anticorpo anti-gE, em
compensacdo produz resposta com maior titulo de anticorpo anti-gB. 1sso ocorre porque na
auséncia da gE o virus produz maior quantidade da gB, que é uma proteina imunogénica muito
importante para sua infectividade, e a resposta no animal se torna mais intensa para essa
proteina (BEM-PORAT et al., 1986; YIN et al., 2017). Essa caracteristica, e também por seu
uma proteina conservada entre diferentes cepas virais, permite 0 uso da proteina gB em
associacdo com a proteina g em teste diagndstico para identificar animais infectados dos
animais vacinados e sadios (METTENLEITER, 1996; GU et al., 2015).
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Figura 4. MutacGes presentes no genoma da cepa Bartha. A delecdo na regido US que engloba os genes gl, gE,
Us9 e Us2 e as mutacBes nos genes gC, UL10 e UL21 séo indicadas. As consequéncias dessas mutagcfes na
estrutura do envelope da cepa Bartha sdo descritas esquematicamente abaixo em comparagdo com a cepa selvagem.
(METTENLEITER, 2000).
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As glicoproteinas gC e gE ndo sdo essenciais para o crescimento viral in vitro nem para
a transmissdo do virus. Assim, podem ter seus respectivos genes deletados para formar cepas
vacinais que nao apresentem viruléncia (Fig. 5) (BEM-PORAT et al., 1986; METTENLEITER,
2000).

Vacinas de DNA utilizando plasmideos contendo os genes referentes as proteinas gB,
gC, e gD, foram avaliadas em rebanho suino. Apesar de induzir resposta imune e garantir certa
protecdo contra o SHV-1, as vacinas de DNA nao foram eficazes para evitar os sinais clinicos,
morte, e excre¢do nasal do virus (METTENLEITER, 2000; DORY, 2005).

Vacinas atenuadas tém mais capacidade de induzir resposta imune duradoura do que
vacinas inativadas. No entanto, a primeira apresenta o risco de terem sido atenuadas
insuficientemente, ou ainda apresentarem instabilidade genética. Ja vacinas com proteinas
recombinantes podem ser usadas com o0 objetivo de minimizar os riscos de infecgdo com o
manuseio do virus (HAN, 2008).

Virus da Doenca de Aujeszky DNA viral

Fragmento de DNA
possivel de delecao

Figura 5. Esquema didatico do SHV-1 demonstrando suas glicoproteinas gN, gM, gC, gB, gE, gl, gD, gGea 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)
Acesso em 24/01/2013.

O Comité do Instituto de Conservacao Pecuéria (Comitee of the Livestock Conservation
Institute) junto com um grupo de consultores técnicos, baseados em estudos de 1991 da
Universidade de Nebraska (EUA), decidiram que toda vacina atenuada usada no programa de
controle do SHV-1 nos EUA deveriam ser gene deletada e compativel com o ELISA gE (USA,
2017).
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Apesar de ser a vacina mais utilizada mundialmente no controle e prevencdo da DA, o
surgimento de novas variantes do virus tem demonstrado sua possivel fragilidade de producéo
de anticorpos e consequente protecdo. A comparacao da quantidade de anticorpos produzidos
com a vacina Bartha-K61 e com a vacina formada a partir da dele¢do do gene gE da cepa isolada
durante surto da DA na China demonstrou baixa protecdo da Bartha-K61 contra a nova cepa
(AN et al., 2013; GU et al., 2015; ZHOU et al., 2017).

Comparando a protecdo 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 apds a infecgdo, que
houve 62,5% de morte apds a vacinagdo com a primeira, e apenas 25% dos animais vacinados
apresentaram anticorpos anti-SHV-1. J4 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 dele¢do do gene gE os animais vacinados apresentaram
resposta imune aceitavel e risco de mortalidade muito inferior (WEIGEL, HAHN, e
SCHERBA, 2003).

O uso de vacinas atenuadas ou com engenharia genética pode resultar na introducéo do
virus em rebanhos livres, como também pode resultar na infeccdo de animais selvagens que
tenham contato com o rebanho, 0 que acontece principalmente na pratica de vacinagdo
extensiva. Cepas virulentas derivadas de cepas vacinais ja foram isoladas de animais de campo
com sinais clinicos da DA na Poldnia, demonstrando o risco do surgimento dessas novas cepas
(CHRISTENSEN et al., 1992). Contudo, com o avang¢o nos estudos de engenharia genética, ja
existem vacinas capazes de provocar resposta imune satisfatoria e ndo causar sinais clinicos
nem ser transmitida entre animais (MOORMANN et al.,1990). Vacinas inativadas, atenuadas
ou de DNA reduzem os sinais clinicos e podem proteger o animal da morte causada pelo virus,
mas ndo previne contra a sua infeccdo (WOZNIAKOWSKI e SAMOREK-
SALAMONOWICZ, 2015; GU et al., 2015).

Diferencas na neutralizacdo de diferentes cepas do SHV-1 de diferentes regides
geogréficas com pool de soros de suinos infectados demonstra que ha variacéo antigénica entre
as glicoproteinas do virus. Essa variagcdo, somada a flutuante resposta imunolégica nos suinos
infectados naturalmente, fragiliza o uso de teste diagnostico baseado em mAbs para reconhecer
apenas um ou alguns poucos epitopos de glicoproteinas (BEM-PORAT et al., 1986; VAN
OIRSCHOT, 1986; YIN et al., 2017).
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2.3 Sistemas de Expresséo

Vérias sdo as proteinas recombinantes produzidas atualmente na industria farmacéutica
(insulina, albumina, horménio do crescimento, e muitas outras) e para uso em
imunodiagndsticos. A producdo de proteina por sistemas de expressdo heter6logo 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 e VAISHMAYV, 2009). A répida expressao de
gene recombinante, a facil flexibilidade e operacionalidade desse sistema, somando a
capacidade de determinar estrutura tercidria, estudos enzimaticos, funcdo estrutural e
farmacéutica, tém feito da E. coli o sistema de expressdo mais utilizado mundialmente para
producdo de proteina heterloga (LAVALLIE et al., 2000).

A facilidade de manipulagdo do sistema de expresséo a E. coli, relativamente baixo
custo de cultivo e a producdo de alta qualidade e quantidade da proteina fazem desse sistema
uma escolha interessante para a inddstria. No entanto, existem algumas limitaces da E. coli
principalmente no que diz respeito a performace metabolica do micro-organismo (Tabela 1)
(DEMAIN e VAISHMAYV, 2009; CARNEIRO, FERREIRA e ROCHA, 2013).

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

Vantagens Desvantagens

Rapida expressao Dificuldade em produzir proteinas com
pontes dissulfeto
Epitopos ndo-conformacionais estaveis Dificuldade =~ em  produzir  epitopos

conformacionais

Alto rendimento N&o realiza a glicosilacéo de proteinas

Facil manipulagéo genética e de cultivo Produz proteinas com endotoxinas

Pouco oneroso Formacdo de acetato resulta em toxicidade
celular

Rapida producdo em massa Proteinas produzidas em corpusculos de

inclusdo  sdo inativas e  requerem
redobramento
Fonte: DEMAIN e VAISHMAYV (2009, adaptado).
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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, 2013).

Além disso, este sistema apresenta limitacdes na producao de proteinas recombinantes
que requerem certos processamentos poés-traducionais, incluindo limitagcbes em produzir
epitopos conformacionais. Essas limitagdes foram percebidas quando proteina traduzida de
gene eucarioto foi producgéo neste sistema procarioto, e sua conformacéo final demonstrou-se
diferente de sua forma nativa. Assim, proteinas que necessitem de modificacbes poés-
traducionais como alto nivel de pontes dissulfeto, glicosilacdo, lipidacdo, prolina cis/trans
isomerizacao, dissulfeto isomerizacao e fosforilagdo, ndo apresentardo sua conformacao nativa,
0 que pode ou ndo interferir na imunorreatividade e na bioatividade da proteina recombinante
(MORENKOQV, FODOR e FODOR, 1999 e 1997; DALY e HEARN, 2005).

Além das limitaces quanto a capacidade de realizar modificacdes pos-traducionais, que
sdo essenciais em producao 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 insoltvel e inativa sob a forma de
corpusculo de inclusdo (CEREGHINO e GREGG, 2001; DEMAIN e VAISHMAYV, 2009).

Apesar dessas limitacdes o sistema de expressao E. coli tem demonstrado eficacia em
produzir proteinas heterélogas imunorreativas, apesar de serem glicosiladas e apresentarem
epitopos conformacionais em sua forma nativa (MORENKOV, FODOR e FODOR, 1999; RO
etal., 1995; MORENKOV et al., 1999).

Sistema utilizando células de insetos, que € um sistema eucarioto onde o vetor mais
usado € o Baculovirus, tem sido utilizado na expressao de proteinas heter6logas recombinantes.
Modificag¢bes pos-traducionais; dobramento proteico com formacéo de pontes dissulfeto; alto
nivel de producédo; ndo apresenta limites do tamanho da proteina a ser produzida; e simultanea
expressao de multiplos genes sdo algumas das varias vantagens desse sistema. Porém, incorreta
glicosilacdo, incapacidade de secrecdo, dobramento proteico inadequado e baixo nivel de
expressao ja foram relatados nesse sistema, além disso, ele apresenta dispendiosa técnica
(DEMAIN e VAISHMAYV, 2009; SERENA et al., 2011 e 2013).

A principal vantagem do sistema que utiliza células de mamiferos é sua capacidade em
produzir proteinas de mamifero adequadamente, pois realiza as etapas poOs-traducionais

necessaria para a essas proteinas. Contudo, o baixo nivel de secrecdo, o alto custo dos processos
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desse sistema, e 0 potencial risco de contaminagdo por virus e bactérias limitam o seu uso
(DEMAIN e VAISHMAYV, 2009; SERENA et al., 2011 e 2013).

Animais transgénicos também tém sido utilizados para expressar genes de proteinas
heter6logas em secrecBes corporeas (leite, urina, sangue, plasma seminal, etc), produzindo
proteina tdo ativa como a nativa, a melhor custo/beneficio que expressdo em células de
mamiferos. A via de secrecdo mais utilizada é pelo leite, contudo, o tempo de espera até a
lactacdo, o fato de a lactacdo ser temporaria e 0 custo com a criacdo do animal sdo fatores
limitantes desse sistema (COLLARES et al., 2007). O uso de plantas transgénicas tambem tem
sido eficaz na expressdo de genes heter6logos, com producéo a menor custo, em menor tempo
e com baixo risco de contamina¢do quando comparado com animais e outros sistemas. A
desvantagem no uso de plantas é a possibilidade de contaminacdo com pesticidas, herbicidas e
metabdlitos toxicos da prdpria planta (DEMAIN e VAISHMAYV, 2009).

Assim como E. coli a P. 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 modificacbes pos-
traducionais que garantem a producdo da proteina heter6loga bioativa ou imunorreativa, e ainda
possui vias de secrecao para essa proteina (CEREGUINO et al., 2002; DALY e HEARN, 2005;
MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Contudo, tem apresentado dificuldade em produzir
proteinas heterdlogas estaveis e com bom rendimento, apresentando muitas reagdes inespecifica
no ELISA (informacdes ndo publicadas).

A secrecdo do produto 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 purificacdo. Adicionalmente, a
passagem dessa proteina pela via de secrecdo permite que ocorram 0s eventos pos-traducionais
como maturagdo proteolitica, glicosilacdo, processamento de sequéncia sinal e formacéo de
pontes dissulfeto (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; DAMASCENO, HUANG e BATT,
2012). No entanto, pode ser necessario etapas de purificacdo para seu posterior uso em
imunodiagnosticos, para evitar o alto indice de falsos-positivos decorrentes de reagdes
inespecificas (informag6es ndo publicadas) (WU et al., 2017).

A répida expressdo do gene heterdlogo em P. pastoris ja resultou em defeituoso
dobramento proteico, produzindo falha na conformagdo e prejudicando o acabamento da
proteina e a formacé&o de epitopos dependentes da conformagédo (DALY e HEARN, 2005; WU
etal., 2017).
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Alguns epitopos da g€ do SHV-1 ja foram clonados em P. pastoris e foram utilizados
em ELISA, onde apresentaram especificidade e sensibilidade abaixo de 90% (AO et al., 2003;
WU et al., 2017). Nos também clonamos a gE do SHV-1 em P. pastoris e testamos em ELISA,
mas os resultados apresentaram muitas reacGes inespecificas e pouca capacidade de identificar
0s soros de animais infectados (dados ndo apresentados).

2.4 Codon Usage

O codigo genético é organizado em 61 trincas (cddons) de nucleotideos que codificam
20 aminoéacidos diferentes, e trés codons 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 coédons em um organismo é a relacdo de RNA
transportador (RNALt) que ele possui no citoplasma referente a estes coédons (GUSTAFSSON,
GOVINDARAJAN e MINSHULL, 2004).

Um gene recombinante que possua codons raros para o hospedeiro pode interferir na
traducdo e resultar em substituicdo errbnea de aminoacidos e, consequentemente, mudangas
criticas na proteina recombinante produzida (CARNEIRO, FERREIRA e ROCHA, 2013). Uma
estratégia comum para melhorar o nivel e a qualidade da expressdo de um gene recombinante
¢ alterar os cddons de modo que eles reflitam os cddons preferenciais de utilizacdo do
hospedeiro sem modificar a sequéncia de aminoacidos da proteina (GUSTAFSSON,
GOVINDARAJAN e MINSHULL, 2004).

2.5 Proteina de fuséo

Proteinas de fusdo tém sido usadas como estratégias para garantir atribui¢fes a proteina
recombinante. Essas estratégias permitem o aumento da producdo, solubilidade, estabilidade,
purificacdo por afinidade da proteina recombinante (LAVALLIE et al., 2000; MALHOTRA,
2009).

A proteina de fusdo pode apresentar afinidade por anticorpos ou metais, permitindo
assim sua ligacdo com essas estruturas e a posterior retirada das proteinas indesejadas da
solucdo. Ainda podem apresentar um sitio de clivagem para sua remog&o e liberacdo da proteina
recombinante (MAINA et al., 1988; LAVALLIE et al., 2000).

A Tiorredoxina (Trx) é uma proteina encontrada em todas as células vivas, tanto nos

procariotos como nos eucariotos. E uma proteina de aproximadamente 12 kDa e é estavel ao
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calor, e tem transferido essa caracteristica para proteinas recombinantes fusionadas a ela
(HOLGREN, 1985; BARTOLUCCI et al., 1997; SUDAN, TEWARI e SINGH, 2015).

A Trx tem aumentado os niveis de expressao do gene heterélogo, como também sua
solubilidade e estabilidade em solucdo, e ainda tem a cauda de histidina que permite a
imundodeteccéo e eficiente purificagdo da proteina. A Trx esta localizada na por¢do N-terminal
da proteina, e pode usar os sitios de inicio da traducdo. Esta localizacdo ainda permite a facil
remocao da proteina de fusdo com o uso de endoproteases (BARTOLUCCI et al., 1997;
MALHOTRA, 2009; XU et al., 2016).

A Trx e dotada de grande estabilidade conformacional quando submetida a altas
temperaturas, caracteristica ndo encontrada nas proteinas da E. coli. Ela apresenta uma reducéo
da superficie acessivel ao solvente, que é uma caracteristica estrutural das proteinas
termoestaticas o que favorece a estrutura secundaria e terciaria da proteina recombinante, o que
€ necessario para a o imunodiagndstico (BARTOLUCCI et al., 1997; SUDAN, TEWARI e
SINGH, 2015).

Essa caracteristica termoestavel permite a utilizacdo de etapas de purificacdo da proteina
recombinante através de protocolos de aquecimento e centrifugacdo (LAVALLIE et al., 2000).
Apesar de serem produzidas de forma insoltveis em corpusculos de inclusdo na E. coli, a Trx
tem permitido maior expressdo do gene heter6logo e melhor rendimento da proteina
recombinante, com alto nivel de pureza e imurreatividade. A Trx melhora a solubilidade
citoplasmatica da proteina heter6loga com pontes de sulfeto e também, provavelmente, por
aumentar sua caracteristica hidrofobica (XU et al., 2016).
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RESUMO

A principal alternativa para o controle da Doenca de Aujeszky (DA) tem sido a associagdo de
vacinas deletadas para o gene que codifica a glicoproteina E (gE) do Herpesvirus suino 1 (SHV-
1) com testes diagnosticos para deteccdo de anticorpos especificos contra a gE nos animais
infectado, diferenciando-os dos vacinados - DIVA (Differentiating Infected from Vaccinated
individuals). Este trabalho teve como objetivo desenvolver um ELISA DIVA para diagndstico
da DA em suinos, empregando gE recombinante (gErec). A proteina foi produzida fusionada a
tiorredoxina (Trx) por E. coli transformada com gene sintético com c6dons otimizados clonado
no vetor pET102/D-TOPO. Apds a clonagem e expressao a proteina gErec foi detectada em
Western blotting utilizando anticorpo anti-His. O ELISAgErec foi realizado com o antigeno
gErec diluido 1:200, soros 1:20 e conjugado proteina G peroxidase 1:100.000. A sensibilidade
analitica (SeA) do ELISAgErec foi definida com base no teste do soro OIE internacional de
referéncia para a DA (ADV-1); para avaliacdo da especificidade analitica (SpA) foram testados
um pool de soros de animais Livres de Patogenos Especificos (SPF), soro hiperimune de suino
SPF vacinado contra parvovirus suino, Erysipelothrix rhusiopathiae, virus influenza,
Micoplasma e soro de suino SPF vacinado contra a DA, que possui anticorpo contra a gB do
SHV-1. O soro ADV-1 reagiu acima dentro limite de deteccdo preconizado pela OIE; ja os
demais soros apresentaram resultados negativos. O ponto de corte, a sensibilidade (SeD) e
especificidade (SpD) diagndsticas do ELISAgErec foram determinados por meio da analise da
curva ROC (Receiver Operating Characteristic), considerando, como verdadeiros positivos,
208 soros positivos na virusneutralizacdo para SHV-1 e, como negativos, 391 soros de suinos
originarios de Granjas de Reprodutores Suinos Certificadas (GRSC), livres da DA. A analise
da curva ROC, mostrou a DO>0,13 como o ponto de corte do ELISAgErec, correspondente aos
maiores valores de SeD - 97,60% (IC 95% de 94,5 a 99,2%) e de SpD - 96,42% (IC de 94,1 a
98,0%), e area sob a curva de 0,99 (IC de 0,99 a 1,00; p < 0,0001), o que corresponde ao
desempenho de um teste altamente acurado. Dependendo do uso proposto, foram definidos dois
pontos de corte para 0 ELISAgErec (DO>0,09 e DO>0,18) que resultaram em valores proximos
a 100% de SeD e SpD, rerspectivamente, mantendo os correspondentes valores de SeD ou SpD
acima de 90%. O ponto de corte DO>0,09 podera ser usado em situacdes epidemioldgicas que
necessitem de teste de elevada SeD, como no controle/erradicacéo ou prevencao do ingresso de
animais positivos em rebanhos livres; ja 0 ponto de corte DO>0,18 podera ser empregado em
areas livres para monitorar os rebanhos, o que requer SpD maxima.

Palavras-chave: antigeno recombinante, estabilidade proteica, Tiorredoxina, DIVA,

imunodiagnostico.
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ABSTRACT

The major alternative for the control of Aujeszky's Disease (AD) has been an association of
deleted vaccines for the gene encoding the porcine Herpesvirus 1 glycoprotein E (gE) with
diagnostic tests for the detection of specific antibodies against gE in infected animals,
differentiating them from those vaccinated - DIVA (differentiating infected from vaccinated
individuals). This work aimed at a DIVA ELISA for the diagnosis of AD in swine, using
recombinant gE (gErec). The protein was produced fused to thioredoxin (Trx) by E. coli
transformed with synthetic gene with optimized codons cloned into pET102 / D-TOPO vector.
After cloning and expression, a gErec protein was detected in Western blot using anti-His
antibody. ELISAgErec was performed with gErec antigen diluted 1:200, sera 1:20 and protein
conjugate G peroxidase 1:100,000. The analytical sensitivity (SeA) of ELISAgErec was defined
based on the international reference OIE serum test for AD (ADV-1); for the evaluation of
analytical specificity assessment (SpA), were tested a pool of specific patogens free (SPF)
animal sera, swine hyperimmune SPF serum vaccinated against swine Parvovirus,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Influenza virus, Mycoplasma, and swine SPF serum vaccinated
against DA, which has antibody against gB protein from SHV-1. Serum ADV-1 reacted above
the detection limit recommended by the OIE; the other sera presented negative results. The
ELISAgErec diagnostic cut-off, sensitivity, and specificity (DSp) were determined by ROC
(Receiver Operational Characteristic) curve analysis, considering as positive 208 sera in virus
neutralization for SHV-1 and , as negative, 391 sera from pigs from Certified Porcine Breeding
Farms free from AD. Analysis of the ROC curve showed OD> 0.13 as the ELISAgErec cutoff,
corresponding to the highest values of DSe - 97.60% (95% CI1 94.5 t0 99.2%) and DSp - 96.42%
(C1 94.1 to 98.0%), and area under the curve of 0.99 (CI of 0.99 to 1.00, p <0.0001), which
corresponds to the performance of a highly accurate test. Depending on the proposed use, were
defined two cut-off points for the ELISAgErec (OD> 0.09 and OD> 0.18) which resulted in
values close to 100% of DSe and DSp, respectively, maintaining the corresponding values of
DSe or DSp above 90%. The cutoff point OD> 0.09 can be used in epidemiological situations
that require a high safety test, such as control/eradication or prevention of entry of positive
animals into free herds; since the cutoff OD> 0.18 can be used in free areas to monitor herds,

which requires maximum DSp.

Key words: Recombinant antigen, protein stability, Thioredoxin, DIVA, immunodiagnosis.
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1. Introdugéo

A Doenca de Aujeszky (DA), causada pelo Herpesvirus Suino 1 (SHV-1), é uma virose
que leva a consideraveis perdas econdmicas a industria suinicola mundial. E uma doenca de
notificacdo obrigatoria, segundo a Organizacdo Mundial de Saude Animal, o que gera a

possibilidade de criacdo de barreiras sanitarias para o comércio internacional (OIE, 2017).

O SHV-1 é um virus envelopado que apresenta importantes glicoproteinas em sua
superficie. Algumas estdo envolvidas na interacdo virus-hospedeiro e sdo imprescindiveis a
replicacdo viral (gB, gH, gD, gL e gK), outras (gC, gE, gG, gl e gM) nédo sdo essenciais
(Nauwynck, 1997). Com base nisto, foram desenvolvidas vacinas atenuadas com cepas cujos
genes gE, gC ou gG foram deletados (Freuling et al., 2017), o que permitiu 0 uso de teste
soroldgico para deteccdo de anticorpos especificos contra a proteina correspondente ao gene
deletado, para diferenciacdo dos animais infectados dos vacinados - DIVA (Differentiating
Infected from VVAccinated individuals), termo proposto por Van Oirschot (1999).

O controle da DA tem sido conduzido com o uso de vacinas deletadas para os genes gE,
gC ou gG, monitoramento dos rebanhos por testes DIVA e eliminacdo dos animais positivos e,
na fase final de erradicacdo, dos rebanhos positivos (Ciacci-Zanella e Flores, 1995). Apesar de
ndo impedir a infeccdo nem o estabelecimento do estado de laténcia, a vacinagdo diminui
consideravelmente os sinais clinicos, a mortalidade e a transmissdo do virus no rebanho (Van
Oirschot, 1999; Freuling et al., 2017).

As cepas vacinais mais utilizadas para a DA sdo atenuadas por delecdo do gene gE do
SHV-1 (Freuling et al., 2017). A proteina gE, produzida em altos niveis na célula infectada, é
fundamental para a disseminacao e viruléncia do SHV-1, sendo a proteina mais importante na
producdo da resposta humoral em suinos naturalmente infectados. Além disso, a gE € altamente
conservada entre as diferentes amostras virais de campo, inclusive as brasileiras (Mengeling et
al., 1997; Fonseca Junior, 2010).

Os ELISA DIVA para DA foram desenvolvidos inicialmente com anticorpos
monoclonais (mAbs) contra epitopos de gE, empregados em ensaios competitivos (Van
Oirschot, 1986; Van Oirschot et al.,, 1988; Morenkov, Fodor e Fodor, 1999) e, mais
recentemente, com o0 uso de gE recombinantes produzidas em baculovirus (Kimman et al.,
1996; Serena et al., 2011), Escherichia coli (Morenkov, Fodor e Fodor, 1999) e Pichia pastoris
(Aoetal., 2003). Apesar de ser o ELISA com mAbs o mais empregado como DIVA, a produgéo
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de mADbs é dispendiosa, emprega cultivo celular ou animais de laboratério (Deb et al., 2013) e,
no caso especifico da gE, pode haver o risco de variacdo antigénica das cepas de campo
exatamente nos epitopos para os quais os mAbs foram produzidos, conforme alertado no

trabalho original de desenvolvimento (Van Oirschot et al., 1986; Bem-Porat et al., 1986).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um ELISA DIVA para diagnostico da DA
em suinos, empregando gE recombinante, produzida em E. coli, fusionada a tiorredoxina com

elevada solubilidade, estabilidade e imunorreatividade.

2. Material e Métodos

2.1 Construcao da sequéncia do gene gE sintético

A sequéncia génica utilizada compreende a por¢cdo extramembranar da gE, entre os
nucleotideos 96 e 1262 da sequéncia do gene desta proteina, com tamanho de 1166 nucleotideos
e 389 aminoécidos (Sebastian et al., 2008). O gene da gE presente no genoma completo do
SHV-1 disponivel no NCBI, acesso NC_006151.1 (Klupp et al., 2004), foi escolhido para
realizacdo das modificacGes necessaria e sintese da sequéncia otimizada para expressao em E.

coli.

Com o objetivo de aumentar o rendimento da sua expressao a sequéncia sintética sofreu
modificacfes para adequacdo ao codon usage de E. coli. Também foi inserido o sitio de
restricdo Xbal na extremidade 5°. As modificagdes dos codons foram realizadas com o softwere
gcua version 2.0 October 8th 2006, e a sequéncia foi produzida pela empresa EpochBiolabs
(EUA) e fornecida inserida no plasmidio pBluescript 1l SK (pBSK), vetor de transporte que
possui como marca de selecdo o gene de resisténcia a Ampicilina. Por PCR foi adicionado o

sitio de restricdo Xhol na extremidade 3.

Apbs a PCR, o gene gE sintético foi digerido com as enzimas Xbal e Xhol (Promega®),
purificado (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega®) e usado em reacéo de
ligagdo com o vetor de passagem Pgem®-T Easy (PROMEGA; 3015 pb). Apds novas digestdo
e purificacdo foi clonado no vetor de expressdo pET102/D-TOPO® (6315 pb), utilizando a
enzima T4ligase (Promega®), formando a construcdo pET102/D-TOPOgE.


http://gcua.schoedl.de/version.html
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2.2 Transformacao da E. coli e Producéo da proteina

Células quimiocompetentes de E. coli linhagem DH10B (livre de vetores) foram
transformadas com a constru¢do pET102/D-TOPOQE e cultivadas a 37°C em placas contendo
meio de cultura LB (Luria-Bertani: triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%) com
adicéo de 15g/L de Agar e Ampicilina (100ug/ml). Col6nias que cresceram foram inoculadas
em LB liquido a 37°C por 16h, sob agitacdo constante de 250 RPM. O DNA plasmidial foi
extraido pelo método de lise alcalina e purificagdo por precipitacdo proteica e centrifugacao
(SAMBROOK et al., 1989). A confirmacao da clonagem foi realizada por digestdo dupla com
as enzimas Xhol e Xbal, e o produto da digestdo enzimatica foi observado em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo (0,5ug/ml) em TAE (Tris Acetado EDTA).

Ap06s a clonagem o DNA plasmidial foi submetido ao sequenciamento com o kit ABI
PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing v 3.1, realizado no GeneticAnalyzer 3500
(AppliedBiosystems® HITACHI).

A construcdo pET102/D-TOPOgE foi usado na transformacdo da linhagem BL-21 de
E. coli para expressdo do gene sintético. Clones foram selecionados em placa com meio LB
com Ampicilina (LB Amp), conforme descrito. Para a indugdo do gE, foi realizado pré-indculo
de 10mL sob agitacdo de 150RPM, a 37°C durante 16h. Em seguida o pré-indculo foi
adicionado a 240mL de meio LB e incubado sob mesmas condicdes até atingir densidade otica
de 0,5. Para indugéo foi utilizado o Isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentragdo
final de 0,2pg/uL com incubagdo a 25°C por 4h sob mesma agitagdo. Ao final da indugdo as
amostras foram centrifugadas a 5.000RPM por 20min a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 25mL do tampdo PBS. Em seguida foi realizada a sonica¢do com
seis pulsos de 30s com intervalos de 1min. Logo ap6s a amostra foi centrifugada a 10.000RPM

por 10min a 4°C. O produto final foi armazenado em geladeira (4 - 8°C).
2.3 Imunodeteccéo da gErec

A imunodeteccdo da gErec foi realizada pelo Western blotting. Para o SDS-PAGE foram
utilizados 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,
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25uL de APS 10% (Sigma-Aldrich®), 5uL de TEMED (Sigma-Aldrich®), agua do tipo |
(ASTM) g.s.p 5mL.

O sobrenadante da inducéo foi diluido duas vezes em tampao Laemmli 2X (Tris-HCI
IM pH 6.8, SDS 4%, B-mercaptoetanol 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,1%) e
aquecidas por 8min a 95°C. Foi utilizado o tampéo de corrida SDS-PAGE, cuba vertical de
eletroforese e fonte de tensdo ajustada para 80 V e 30mA por 90min. Logo apdés, o produto do
gel foi transferido para membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride, Millipore®) seguindo o
protocolo de Kucinskaite et al. (2007). A membrana foi incubada em PBS-Tween e leite em pd
desnatado (LPD) 5% por 1h a temperatura ambiente para o blequeio. Apds trés lavagens com
PBS-Tween 0,05% foi incubada com mAbs anti-His (Sigma-Aldrich®) diluido na mesma
solucdo de bloqueio (1:3.000), e incubado 16h a 4 — 8°C. Se repetiram as trés lavagens da
membrana, seguindo com a revelagdo com Liquid Substrate System BCIP®/NBT (Sigma-

Aldrich®) em camara escura por 10min (Goodnough et al., 1993).
2.4 ELISAgErec

O ELISAgETrec foi realizado em placas em tiras de 96 pocos de alta adsor¢do (Greiner®
Bio-One, Brasil). O antigeno gErec, foi adsorvido em dilui¢Bes seriadas na solu¢do tampdo
carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6), adicionado 100uL por poco, e a placa foi incubada a
37°C por 2h. Os pocos foram bloqueados com leite em p6 desnatado 4% em PBS a 37°C por
1h, em seguida lavados trés vezes com PBS-T (PBS e 0,1% Tween 20). Os soros foram diluidos
1:20 em PBS-T, 2% LPD, 1% BSA, com 5% do sobrenadante do controle negativo da indugéo
de E.coli BL21 contendo o vetor pET102/D-TOPO. Foi adicionado 100uL do soro diluido por
poco, e a placa foi incubada a 37°C por 1h, em seguida lavados trés vezes com PBS-T.
Posteriormente foram adicionados por poco, 100uL da Proteina G peroxidase (Sigma®Aldrich)
diluida 1:100.000 em PBS-T, 2% LPD, 1% BSA, e a placa foi incubada a 37°C por 45min. Em
seguida os poc¢os foram lavados quatro vezes com PBS-T, e a revelacéo foi realizada com 50uL
de TMB (Sigma-Aldrich®) por 5min e interrompida com a adicio de 50uL de &cido sulfirico
IN. A leitura da densidade 6tica (DO) foi realizada em comprimento de onda de 450nm, e 0s

calculos realizados em Excel®.

Para os calculos da estimativa da sensibilidade e da especificidade diagndsticas do
ELISAgErec, com relagdo a virusneutralizagdo e a ELISA comercial, 0 nimero minimo de
amostras positivas (n = 138) e negativas (n = 138) necessario foi determinado conforme a

formula n > z2.p.(1-p)/e? (Banoo et al., 2010), considerando: z = 2,58 para 95% de intervalo de
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confianga; p = 0,90 (para 90% de sensibilidade - Se e especificidade - Sp); e = 0,05 (5% de
erro). Foram utilizados 599 soros suinos, sendo 208 positivos virusneutralizacdo (VN) e 391
negativos em ELISA comercial para deteccdo de anticorpos anti-gg do HVS1 (HerdCheck
Anti-PRV gpl; Idexx Laboratories, Westbrook, ME, USA), realizado conforme instrucdes do
fabricante, sendo 300 oriundas de Granjas de Reprodutores Suinos Certificadas e 91 de
propriedades tecnificadas do estado de Pernambuco. Os soros controles foram compostos pelo
pool de sete soros positivos e pelo pool de 10 soros negativos, respectivamente.

Para avaliar a sensibilidade analitica, limite de deteccéo, foi testado o soro internacional
de referéncia paraa DA (ADV-1), que foi obtido de um suino vacinado contra a DA e inoculado
trés vezes com a cepa Kojnock do HVS1. Deve ser testado na diluicdo 1:2, onde apresenta a
guantidade minima de anticorpos para avaliar a sensibilidade e o limite minimo de dectec¢édo
para testes diagndsticos laboratoriais, como determinado pelo laboratdrio de referéncia da OIE
(ANSES, Laboratoire de Ploufragan-Plouzané).

Para avaliacdo da especificidade analitica foram testados: um pool (denominado EOPS
2006) de soros de 23 de animais Livres de Patogenos Especificos (SPF); soro hiperimune
(V/00/S/HYT/01) de suino SPF vacinado com as vacinas comerciais PARVOVAX (Parvovirus
Suino), RUVAX (Erysipelothrix rhusiopathiae), GRIPPOVAX (virus influenza atenuado) e
MYCOPLASME STELLANUME; e soro (V/985/AUJ/001) de suino SPF vacinado contra a
DA com a vacina Suvaxyn Solvay (TK"), que possui anticorpo contra a gB do SHV1. O
resultado de cada amostra testada no ELISAgErec em densidade 6tica (DO), e o ponto de corte
do ELISAgEr foi determinado por meio da analise da curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) (Metz, 1978; Zweig e Cambell, 1993), considerando o valor da pp que resultou
em Se e Sp maximas, e, consequentemente maior indice de Youden (Youden, 1950) e maior
area sob a curva ROC (Zhou et al., 2002).

A Se e Sp do ELISArec foram calculadas como: Se = a/(a + ¢); Sp =d/(b + d); a =
numero de animais verdadeiro positivos (VN), b = nimero de animais falso positivos; ¢ =
numero de animais falso negativo; d = nimero de animais verdadeiro negativo (ELISA ldexx)
(Banoo et al., 2010).

2.5 Termoestabilidade da gErec

A proteina recombinante foi armazenada a 4°C para avaliar a sua estabilidade de longa
duracdo. A gErec também foi submetida ao tratamento térmico por aquecimento a 70°C por

30min, resfriamento no gelo por 10min e centrifugada a 12.000 x g por 10min. Em seguida foi



57

titulada para verificar a manutencdo da atividade antigénica e utilizada como antigeno no

ELISAgErec.

3. Resultados

O gene gE sintético sofreu otimizagdo dos codons para expressdo. Quando avaliado o

codon usage da E. coli com base no sequenciamento dos clones, a sequéncia gE sintética

apresentou diminuicao na diferenca de 32,81% para 18,67% dos codons (Figura 1).
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Fig.1. Comparacdo das sequencias nucleotidicas nativa (A) e cédon otimizada (B) com o percentual de diferenca

nos codons para o codon usage de E. coli de 32,81% e 18,67%, respectivamente.

A transformacédo das células E. coli DH10B com a construcdo pET102/D-TOPOgE

resultou no crescimento de colonias em placa com meio LB solido com ampicilina. A

construcdo foi confirmada apos a digestdo do DNA plasmidial e consequente liberacdo do

inserto e do vetor com os tamanhos esperados, de cerca de 1238pb e 6315pb, respectivamente

(Figura 2).
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6000 pb —>

1000 pb —>

Fig.2. Eletroforese em gel de agarose 1% revelando o produto da digestdo com as enzimas Xho | e Xba | do DNA
plasmidial de quatro col6nias (pocos do 2 ao 5), e consequente liberacdo dos fragmentos do vetor pET102/D-
TOPO® (6315pb) e da sequéncia gE (1238pb) (pogos do 7 ao 10); marcador de peso molecular GeneRuler™ 1 kb
DNA Ladder (pogos 1 e 6).

Apo6s extragdo e purificacdo do DNA plasmidial dos clones DH10B, a construgdo
pPET102/D-TOPOgE foi utilizada na clonagem de E. coli da linhagem BL21. O crescimento de
col6nias em placa com meio LB sélido com ampicilina e posterior digestdo do DNA plasmidial
confirmaram o sucesso da clonagem. O sequenciamento do DNA plasmidial confirmou a
sequéncia do gene sintético desenhada “in silico”, bem como a correta insercdo do gene no
vetor pET102/D-TOPO.

75 kDa ¢———— 60 kDa

50 kDa—>

Fig.3. Gel de SDS-PAGE corado com azul de Comassie. Marcador de peso molecular (1); Produtos de quatro
clones (2, 3, 4 e 5), com a gErec com aproximadamente 60 kDa.
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Apo0s a inducdo, o produto foi analisado em gel de SDS-PAGE e no western blot. A
imunoreatividade da calda de histidina presente na gErec com o conjugado anti-HIS confirmou
a proteina recombinante de aproximadamente 60 kda (Figuras 3 e 4). Esta proteina se manteve
imunorreativa no ELISAgErec apds 28 meses estocada a 4°C, bem como apds o estresse
térmico de 70°C, sem variagdo no titulo (1:200).

O ELISAgErec foi padronizado por titulagdes dos principais componentes, obtendo-se
as seguintes condic¢des: antigeno 1:200, soro 1:20 e conjugado 1:100.000. Nessas condicdes, 0
ponto de corte do ELISAgErec, definido com base na anélise da Curva ROC, foi DO>0,13
(Figura5), com &rea sob a curva de 0,99 (IC 95% de 0,99 a 1,00; p < 0,0001) e indice de Youden
de 0,94.

75 kDa— <«<—60 kDa
60 kDa—>
50 kDa—>
«—12,5 kDa
A B
1 2 3 4 s 1 2 3 4 s

Fig.4. Western Blot com anticorpo anti-His. gErec identificada no produto da inducéo de quatro clones, com a
gErec com aproximadamente 60 kDa (A). (B) controle negativo pET-TOPO (3) e gErec (2), respectivamente;
controle negativo pET-TOPO (5) e gErec (4) e, respectivamente, ap6s tratamento térmico a 70°C. 1: Marcador de
peso molecular.

O soro de referéncia OIE (ADV-1) positivo para DA, empregado para determinacao
da sensibilidade analitica, apresentou, no ELISAgErec, DO de 0,21. Ja os demais soros
(EOPS 2006, V/00/S/HYT/01 e V/985/AUJ/001), testados para avaliacdo da especificidade
analitica, apresentaram DO de 0,05, 0,06 e 0,06, respectivamente.
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Fig.5. (A) Curva ROC (em azul) do ELISAgErec. (B) Gréfico de disperséo dos soros testes utilizados na avaliagdo
do ELISAgErec. 97,6% de sensibilidade e 96,4% de especificidade no ponto de corte >0,13.

O valor do ponto de corte no ELISAgErec que correspondente aos maiores valores de
sensibilidade (97,60%) e especificidade (96,42%) foi DO>0,13 (Fig. 5). Ja com o ponto de corte
>0,09, a SeD do teste é de 99,52% e SpD ¢ de 92,33%, e com o ponto de corte >0,18, a SeD é
de 90,87% e a SpD é de 98,98%.

Tabela 1 — Avaliacdo das caracteristicas diagnésticas do ELISAgErec para diagnéstico da

Doenca de Aujeszky em suinos

Doenga de Aujeszky
Positivo* Negativo** Total
Positivo 203 16 219
ELISAgErec Negativo 5 375 380
Total 208 391 599

* Virusneutralizagdo; ** ELISA HerdCheck Anti-PRV gpl (Idexx Laboratories, Westbrook, ME, USA).
Sensibilidade relativa = 97,60%; Especificidade relativa = 96,42%; ponto de corte >0,13.
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4. Discussao

Visando obter a gE do HSV-1 recombinante, em sistema de expressao E. coli, com alto
rendimento e adequada conformacdo, foi decidido utilizar gene sintético otimizado para o
codon usage da bactéria hospedeira. O gene da gE possui alto percentual de guanina (G) e
citosina (C) (Serena et al., 2013), como também possui coédons de dificil traducéo por E. coli.
A utilizacdo de gene sintético otimizado permitiu adequar o gene gE de forma a reduzir esses
problemas e facilitar sua expressdo. Adicionalmente, o gene sintético, foi recebido inserido em
vetor de passagem, com os sitios de restricdo definidos para clonagem, o que evitou possiveis
erros decorrentes da construcdo convencional por PCR (Bazan et al., 2009) e corrigiu
sequéncias de dificil amplificacdo por PCR, como observado por Serena et al. (2013) com o
gene gE. Além disso, a clonagem de genes sintéticos requer menos tempo de trabalho e se torna
menos custosa do que a clonagem de produtos da PCR. Em outros estudos, o uso de gene
sintético, com codons otimizados para E. coli, mostrou ser eficiente para melhorar a qualidade
da expressdo génica, podendo aumentar de 50 a 100 vezes o nivel de producdo da proteina

heter6loga (Rangwala et al., 1992).

O sistema de expressdo usado foi E. coli, que é a principal escolha da industria mundial,
pois tem facilidade de manipulacéo, relativamente baixo custo de cultivo e producéo de alta
qualidade e quantidade (Demain e Vaishnav, 2009; Jia e Jeon, 2016). A gErec foi produzida
com bom rendimento e possivel de ser usada em ELISA com alto titulo, onde com apenas 50uL
da gErec é possivel testar 94 animais. Em cada etapa de inducéo da gErec sao produzidos 25mL,
que sdo suficientes para testar até 48.000 soros.

O gene parcial da gE ja foi clonado e expresso em E. coli produzindo proteina
recombinante fusionada que foi purificada e utilizada como antigeno em ELISA, apresentando
resultados satisfatério quando comparado a um teste comercial que utiliza anticorpo
monoclonal (Ni et al., 2004). Por ser glicosilada, a gE, teoricamente, deveria ser produzida
usando-se sistemas eucariotos, que realizam modifica¢Ges pds-traducionais como a glicosilacao
(Metteleiter, 2000; Dambros et al., 2007). Apesar disto, a g produzida em baculovirus e P.
pastoris, (sistemas eucariotos) quando utilizada em ELISAs ndo foram capazes de distinguir
soros positivos dos negativos (Gut et al., 1999; Silva Janior et al., dados ndo publicados) ou
resultaram em testes de baixas sensibilidade e especificidade (Ao et al., 2003; Serena et al.,
2011), evidenciando que apenas a escolha “in silico” do “melhor” sistema de expressdo ¢é

insuficiente para a obtencéo de proteina heterologa de qualidade para uso em imunodiagndstico.
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Apesar das limitagdes de E. coli em realizar pontes de sulfeto, dobramentos estruturais,
glicosilacdo e outras modificagbes pos-traducionais que garantam a adequada formacéo e
funcionamento da proteina heterdloga (Daly e Hearn, 2005), com a estratégia adotada neste
trabalho foi possivel obter a gErec altamente imunorreativa e estavel, capaz de distinguir com
boa relacdo P/N soros de animais infectados dos sadios, que foi evidenciado com as altissimas

sensibilidade e especificidade.

O western blot demonstrou a presenca da gErec com aproximadamente 60kDa, através
do uso de anticorpo anti-His para identificar a calda de polihistidina. A mesma por¢éo da gE
foi produzida glicosilada e apresentou no imunoblot tamanho entre 50 e 60kDA (Sebastian et
al., 2008). O tamanho esperado para a gErec foi de 62,5kDa, este tamanho compreende 50kDa
da gE que foi produzida em sistema procarioto que ndo adiciona os sitios de glicosilacdo, mais
12,5kDa referente a tiorredoxina. A gErec fusionada a tiorredoxina foi testada no ELISA, e 0s

resultados comprovaram sua imunorreatividade e especificidade.

A avaliacdo da gErec ap0s tratamento a 70 °C comprovou sua estabilidade em situacdo
extrema de estresse térmico, e ainda resultou na diminuicdo do background e melhor
discriminacdo entre soros positivos e negativos. ApOs 0 esse tratamento, a gErec ndo foi
detectada no western blot com anticorpo anti-His, mas manteve sua imurreatividade no
ELISAgErec no mesmo titulo anterior ao aguecimento. Este resultado indica que a gErec
fusionada a tiorredoxina é termoestavel e mantem imunorreativos 0s seus epitopos, porém, a
cauda de histidina ndo. Este tratamento pode impossibilitar posterior purificagdo da gErec
através da coluna de Niquel ja que inativa a cauda de histidina, porém, isto foi irrelevante para
este trabalho, pois o protocolo de aquecimento foi suficiente para inibir a imunorreatividade
das proteinas de E. coli presentes na suspensdo antigénica e passiveis de reagir cruzadamente

com os soros testes.

Vérias proteinas de fusdo tém sido usadas como estratégias para conferir atribuicdes a
proteina recombinante que permitem o aumento da producdo, solubilidade, estabilidade,
purificacdo por afinidade, imundodeteccdo e estabilidade conformacional (Kosobokova,
Skrypnik e Kosorukov, 2016). O vetor de clonagem e expressdo utilizado neste trabalho
apresenta 0 gene da tiorredoxina como proteina de fusdo, o promotor T7 que permite a
regulacdo da expressdo do gene heterdlogo, a cauda de polihistina (6x His). A estratégia de
expressar o gene gE fundido ao gene da tiorredoxina deve ter influenciado nas caracteristicas

da proteina obtida, o que favoreceu a solubilidade e a estabilidade em solucéo, e estabilidade
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conformacional quando submetida a altas temperaturas, caracteristica ndo encontrada nas
proteinas da E. coli, e que favorece a estrutura secundaria e terciaria da proteina heteréloga
(Bartolucci, et al., 1997), sendo fundamental para a o ELISA (Holmgren, 1985; Sudan, Tewari
e Singh, 2015). A caracteristica termoestavel da gErec permite sua purificacdo parcial através
de simples protocolos de aquecimento e centrifugacdo (Lavallie et al., 2000; de Marco et al.,
2004; Xu et al., 2016), o que favoreceu os resultados do ELISAgErec apresentando altas

sensibilidade e especificidade com a gErec utilizada como antigeno e diluida 200 vezes.

A sequéncia do gene gE clonada corresponde a porcao extramembranar da gE, que tem
se mostrado altamente imunoreativa (Ro et al., 1995; Ni et al., 2004; Sebastian et al., 2008). A
producdo da gErec fusionada a tiorredoxina possibilitou a obtencdo da proteina imunorreativa
e capaz de identificar anticorpos anti-gE em soro suino e diferenciar animais vacinados com
vacina deletada para o gene gE de animais naturalmente infectados. O antigeno gErec reagiu
com o soro DA de referéncia OIE até o limite de deteccdo preconizado pelo Laboratério de
Referéncia da OIE. Além disso, no ELISAgErec ndo foram observadas reacdes inespecificas
da gErec com soros de suinos vacinados, demonstrando sua alta especificidade analitica, o que
é altamente desejavel, ja que na suinocultura industrial, além de haver circulacdo de varios
agentes infeciosos, o uso de vacinas € uma pratica frequente dentre as medidas de

biosseguranca.

Os cinco animais falsos negativos no ELISAgErec tendem a ser realmente positivos, ja
que na VN ¢ utilizada a particula viral completa para identificar anticorpos anti-SHV-1,
ampliando assim a sensibilidade do teste quando comparado ao uso de ELISA com apenas uma
proteina viral como antigeno. S&o necessarios novos testes destes cinco soros na VN e também
no western blot para confirmar se sdo verdadeiros positivos ou se ja perderam o titulo de

anticorpos.

Dezesseis soros foram falsos positivos no ELISAgErec, o que pode ser justificado com
analise da sensibilidade do ELISA gpl PRV-IDEXX, que foi escolhido como teste ouro para
selecionar os soros negativos utilizados neste trabalho. Este € um ELISA comercial indireto
competitivo que utiliza mAb conjugado para apenas um ou dois epitopos da gE (Morenkov et
al., 1997; Morenkov, Fodor e Fodor, 1999; Wu et al., 2017), o que pode resultar em baixa
sensibilidade e consequentemente alto nimero de falsos negativos. Quando testados os 208
soros positivos na VN no ELISA gpl PRV-IDEXX, 33 soros foram falsos negativos e um foi

inconclusivo, onde o ELISA comercial resultou em sensibilidade de apenas 83,6%. E este teste
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ainda possui baixissima sensibilidade (44%) para identificar animais nas duas primeiras
semanas de infeccdo (Gut et al., 1999). Portanto, ha grande possibilidade dos 16 soros falsos
positivos no ELISAgErec serem verdadeiros positivos, necessitando novos testes

confirmatérios de VN e western blot.

As caracteristicas diagndsticas do ELISAgErec foram avaliadas, empregando numero
de amostras calculado para avaliar um teste com SeD e SpD de 90% ou mais. O teste apresentou
97,6% de SeD e 96,4% de SpD. Esses valores estdo proximos aos previamente relatados por
Gut et al. (1999) (SeD de 99,4% e SpD de 98,4%), Kimman et al. (1996) (SeD de 81% e SpD
de 99%), Sebastian et al. (2008) (SeD de 96% e 96%), que produziram epitopos da gE em
celulas de inseto e utilizaram o ELISA gpl- IDEXX como teste padrdo ouro, que como
demonstrado apresenta baixa SeD o que pode ter influenciado negativamente nos valores de

SeD e SpD dos mesmos.

Os resultados do ELISAgErec foram superiores aos de Morenkov et al. (1990) (SeD de
80% e SpD de 90%), Ao et al. (2003) (SeD de 87,5% e 86,7SD de 88,2%), Serena et al. (2011)
(SeD de 69,7% e SpD de 86,7%), que utilizaram apenas epitopos expressos em sistemas
heterélogos E. coli, P. pastoris e células de insetos, respectivamente. O uso de apenas um ou
alguns epitopos da gE pode prejudicar a SeD permitindo muitos animais falso-negativos
(Morenkov, Fodor e Fodor, 1999). Um importante desafio encontrado com o uso de proteinas
recombinantes em testes diagnosticos, sdo as proteinas resultantes do sistema hospedeiro que
podem provocar reacdes inespecificas prejudicando a SpD.

Com os dados obtidos através da anélise do ELISAgErec na curva ROC, é possivel
determinar o ponto de corte que mais se adeque ao objetivo esperado com o teste. Em regides
endémicas, o teste deve ser empregado com a intencdo de controlar e erradicar o virus, ou ainda
de prevenir o ingresso de animais positivos em rebanhos livre, e para isso € importante que a
SeD teste diagnostico seja a maior possivel, diminuindo o risco de animais falso-negativos. J&
em éareas livres da DA o teste deve ser empregado com o interesse de identificar o surgimento
do agente no rebanho, e deve ter a maior SpD possivel para diminuir as chances de animais
falso-positivos (Astudillo e Kantor, 1981; Morenkov, Fodor e Fodor, 1999).
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5. Conclusao

O sistema de clonagem e expressdo E. coli foi eficiente em produzir a proteina
recombinante gE do virus da Doenca de Aujeszky fusionada a tiorredoxina, que, quando
empregada no ELISAgErec resultou em um ELISA DIVA teste de elevadas sensibilidade
(97,60%) e especificidade (96,42%).
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