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1. INTRODUCAO

Os herpes virus bovino (BoHV) sado virus envelopados pertencentes a
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus
(DAVIDSON et. al 2009). Entre os BoHV, os tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sao
responsaveis por diversas enfermidades bovinas, destacando-se a rinotraqueite
infecciosa bovina e a vulvovaginite postular infecciosa (RIJSEWIJK et al., 2000).
Esses dois virus apresentam alta similaridade genética e antigénica e suas
proteinas tem sido alvo de extensa pesquisa visando o desenvolvimento de
vacinas e diagndstico (SA E SILVA et al., 2007).

Dentre os antigenos dos BoHV-1 e BoHV-5, destaca-se a glicoproteina de
envelope E (gE) a qual est4 associada a propagacao viral (CHOWDHURY et al.
2000). A gE é imprescindivel na infeccdo das células do trato nasofaringeo
bovino, bem como nas infec¢gbes dos tecidos neurais, nos quadros de encefalite
herpética bovina, associada principalmente a infec¢cdo por BOHV-5 (CAMPOS et
al., 2010). Ademais, sua auséncia resultou na incapacidade infecciosa do virus
(HUBNER et al., 2005).

A gE, juntamente as proteinas virais US9 e gl, foi alvo de dele¢cdo génica
em BoHV-5, no intuito do desenvolvimento de uma vacina eficaz e capaz de
diferenciar vacinados e infectados quando associada a um teste de diagnostico
(FRANCO et al., 2007). Embora a construgao vacinal seja uma realidade, esta
carece de diagnostico especifico e, por este motivo, a producdo da gE em sua
forma recombinante (rgE) € uma alternativa para o desenvolvimento de um teste
de diagnostico diferencial para animais vacinados e infectados (DIVA).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi a obtencdo de um vetor
recombinante visando a expressdo da proteina gE de BoHV-5 em sistema
procarioto (Escherichia coli).

2. METODOLOGIA

Uma Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) foi realizada para a
amplificacdo da sequéncia codificadora para a glicoproteina g a partir de um
plasmideo cedido por FRANCO e colaboradores. Para a amplificacdo da
seguencia génica correspondente a gE utilizou-se os seguintes primers:
PR:5-GTCGAAGGTACCGGACTGCAGCCGCACCGAGAG-3;
PF:5-ACACCGGGGATCCGCCCCGGCCGGCGCGGTCTTCA-3. A PCR foi
realizada em 35 ciclos de variacdo de temperatura de 8 min, e a sua composi¢ao
foi adicionado dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%, no intuito de minimizar a
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resisténcia do conteido GC do gene viral a desnaturacdo térmica, tornando a
reacdo mais eficaz. O produto foi analisado através eletroforese em gel de
agarose 1%, e a presenca das bandas revelada através de radiacédo UV.

A propagacgdo do plasmideo pAE foi realizada através de transformacéo
por eletroporacdo de bactérias E. coli cepa TOP10. As bactérias foram entéo
inoculadas em sucessivos cultivos até o volume final de 20 mL de meio Luria-
Bertani (LB) liquido contendo ampicilina 0,1% e, quando a densidade Optica
(D.O.560) de 0,6 foi atingida, o cultivo foi submetido & extragdo plasmidial através
de kit comercial (Invitrogen™), cujos produtos também foram analisados por
eletroforese.

No processo de digestdo do pAE e do produto da PCR (gene codificador da
gE somado a sequéncia alvo para as enzimas BamHI e Kpnl contidas no par de
primers, utilizou-se a enzima de restricdo BamHI (Invitrogen™) seguida da enzima
Kpnl (Invitrogen™), em dois protocolos de digestdo intercalados por uma
purificacdo do DNA digerido na primeira reacdo. Os produtos digeridos finais
foram analisados em corrida eletroforética e imediatamente submetidos ao
protocolo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs) em
incubacédo overnight a 4° C.

O produto da ligagéo foi utilizado para transformar a bactéria E. coli cepa
DH5a por eletroporacdo. Dos 500 pL de cultivo dos submetidos a eletroporacéao,
100 uL foram semeados em LB contendo 1,5% de agar bacteriol6gico e ampicilina
0,1%. O restante do cultivo foi centrifugado por 1 min a 3.000 x g, os pellets
ressuspendidos em 100 pL de meio LB liquido e entdo semeados em LB
contendo 1,5% de agar bacterioldgico e ampicilina 0,1%. Apds incubacgdo foram
selecionadas 18 colbnias, as quais foi aplicado um protocolo de triagem de clones
recombinantes através da técnica de lise rapida com fenolcloroférmio, seguida de
corrida eletroforética em gel de agarose 1%. Todas as coldnias selecionadas
foram inoculadas em 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina 0,1% e, apés
incubagéo overnight, 5 desses cultivos foram selecionados com base nos
resultados da triagem e tiveram seus plasmideos extraidos e verificados através
de eletroforese em gel de agarose 1%. Finalmente, os plasmideos extraidos
desses 5 cultivos de colonias selecionadas foram submetidos ao mesmo
protocolo de PCR aplicado no inicio dos experimentos, para a real confirmacao da
presenca do gene referente a proteina viral g no vetor pAE.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo de vetores bacterianos como pET16b (Novagen) e pAE, ja foi
aplicada para a producdo de proteinas recombinantes de BoHV, incluindo a gE
(OLIVEIRA et al., 2013; SEKULOVICH et al., 1988). A utilizacao de tais vetores na
expresséo protéica em E. coli ja se mostrou muito satisfatoria, apresentando bons
resultados na identificacdo dos produtos protéicos produzidos em teste de ELISA.
A propagacédo do plasmideo pAE gerou as bandas esperadas, apos purificacao,
para os 2.790 pb que o compdem.

Os primers construidos para a amplificagdo do gene correspondente a gE
apresentaram especificidade em suas ligac6es gerando um produto de 707 pb. As
digestdes do produto amplificado e do plasmideo pAE foram eficazes, sendo
possivel a visualizar a linearizacdo do plasmideo em gel de agarose sob luz UV.
O plasmideo recombinante permaneceu estavel, sendo comprovado apés a
transformacao bacteriana, selecionadas pela resisténcia a ampicilina. Dentre as
18 coldnias selecionadas aleatoriamente das placas de E. coli cepa DH5a
transformadas, 11 foram consideradas possiveis recombinantes quando
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submetidas ao protocolo de lise rapida, pois continham plasmideos de peso
molecular esperado de aproximadamente 3.500 pb (Fig.1). Das 11 colbnias
possiveis recombinantes selecionadas, 5 foram aleatoriamente escolhidas para
extracdo plasmidial (colénias 2, 4, 10, 13 e 18) e 4 destas continham um
plasmideo com peso molecular esperado. Os resultados da PCR demonstraram
gue os 4 plasmideos selecionados (2, 4, 10 e 13) continham a sequéncia de
interesse (Fig.2), sendo a PCR uma metodologia eficaz para confirmacdo de
recombinantes.

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose (1%) com o DNA de E. coli para a
triagem das colbnias recombinantes pAE/gE. Colunas 1 e 20: plasmideo pAE
digerido sem a sequéncia gE; Colunas 2 - 19: produto da lise das col6nias
recombinantes selecionadas.

(

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose (1%) com o DNA plasmidial extraido
das colénias recombinantes de E coli. Controle positivo (sequéncia néo
relacionada de 254pb); 2- controle negativo (PCR sem DNA molde); Colunas 3 -
7: Produto da PCR com as colonias 2, 4, 10, 13 e 18 (1,5 yL de DNA molde);
Colunas 8 - 12- Produto da PCR com as colbnias 2, 4, 10, 13 e 18 (2,5 uL de DNA
molde).

A producdo de proteinas recombinantes em sistema procarioto inclui os
passos de clonagem, no qual o plasmideo recombinante é obtido e avaliado
guanto a sua capacidade de transformar bactérias, e de expressao das proteinas
contidas nos vetores plasmidiais. Neste trabalho descreve-se a primeira etapa da
obtencédo da proteina recombinante rgE de BoHV-5, tendo sido possivel construir
plasmideos recombinantes pAE/gE o0s quais geraram 61% de colbnias
recombinantes apds eletroporacao.
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4. CONCLUSOES

O vetor recombinante contendo a sequéncia codificadora de gE foi
construido com sucesso. O plasmideo obtido neste estudo sera usado para a
producdo de rgE em sistema de expressao procarioto visando o desenvolvimento
de uma DIVA para o virus BoHV-5.
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