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1. INTRODUCAO

Os herpesvirus bovinos tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5) sdo importantes
patégenos que afetam os sistemas respiratério e genital de bovinos (GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977), além de serem responsaveis, principalmente o BoHV-5,
por casos de meningoencefalite (ROELS et al., 2000), causando perdas
significativas para a pecuaria. Estes virus, pertencentes a familia Herpesviridae
(DAVISON et al.,, 2009), possuem a capacidade de estabelecer laténcia no
hospedeiro, com periodos de reativacdo e excrecao intermitente, o que faz com
que o0s surtos sejam imprevisiveis, especialmente em &reas endémicas
(VOGEL et al., 2003). O BoHV-1 apresenta distribuicdo mundial. J& o0 BoHV-5 é
prevalente na América do Sul, principalmente Brasil e Argentina (DEL MEDICO
ZAJAC et al.,, 2010). O controle dos BoHV tem sido realizado através da
utilizacdo de vacinas vivas e inativadas (VAN OIRSCHOT et al.,, 1996a) e,
devido a relacdo antigénica existente entre BoHV-1 e 5, que apresentam
homologia de, aproximadamente, 80% (DELHON et al., 2003), acredita-se que
ocorra protecdo cruzada entre estes virus (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2006).

O genoma dos BoHV-1 e 5 contém aproximadamente 70 genes, cujos
produtos génicos incluem proteinas regulatorias da replicacao viral, enzimas,
proteinas estruturais e glicoproteinas (DELHON et al., 2003). No envelope viral
encontram-se inseridas 10 glicoproteinas (gK, gC, gB, gH, gM, gL, gG, gD, gl e
gE), responsaveis pelas interacdes virus-célula e alvos para a resposta
imunologica do hospedeiro (DELHON et al., 2003). Delecdes de genes que
codificam glicoproteinas ndo essenciais na replicagdo viral in vitro ou in vivo,
geralmente gC e gE (KAASHOEK et al.,, 1995; KAASHOEK et al., 1998),
representam uma estratégia interessante e vem sendo aplicadas no
desenvolvimento de vacinas diferenciais (DIVAS), baseadas na capacidade de
inducdo vacinal de uma resposta imune que pode ser sorologicamente
diferenciada da resposta induzida pela infeccdo natural, com cepa viral de
campo (VAN OIRSCHOT, 1999).

DIVAs com delecdo do gene que codifica a gE foram desenvolvidas
(BRUM et al., 2010b; FRANCO et al., 2007) e vem sendo testadas no Brasil
(ANZILIERO et al., 2011; BRUM et al., 2010a; CAMPOS et al., 2011; HUBNER
et al., 2005; SANTOS et al.,, 2011), no entanto, o diagnostico diferencial
associado a estas vacinas ndo foi até o momento desenvolvido. Por este
motivo, o presente trabalho objetiva a expresséo da proteina g em sua forma



recombinante, em sistema procarioto, para a posterior producdo de anticorpos
monoclonais (MmAbs) contra este antigeno, visando o desenvolvimento de
testes de imunodiagndstico diferenciais que possam ser associados a DIVAs.

2. METODOLOGIA

O gene codificador para gE (1.682 pb), desenhado com uma sequéncia
consenso obtida através das sequéncias de gE de BoHV-1 e 5 disponiveis no
genbank, foi clonado no vetor pAE de expressdo em Escherichia coli (pAE/QE),
segundo protocolo conhecido (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). O produto da
ligacdo foi utilizado para transformar E. coli cepa DH5a por choque térmico.
Apos triagem dos recombinantes, e confirmacdo através de digestédo
enzimatica, foram selecionados seis clones para transformacéo de E. coli BL21
Star™ (DE3). A expressdo da gE foi avaliada em diferentes periodos e
temperaturas, a fim de estabelecer melhores condicoes a serem aplicadas.
Resumidamente, os produtos das seis transformacfes foram semeados em
meio Luria Bertani (LB) solido contendo ampicilina para a selecédo de colénias
recombinantes. Apos a selecéo de colbnias, estas foram semeadas em 1 ml de
meio LB, incubadas a 37 °C por 16 h; deste cultivo 500 pL foram transferidos
para 10 mL de meio LB e este incubado a 37 °C até atingir a fase exponencial
de crescimento bacteriano (DOgoo 0,6 - 0,8). O cultivo bacteriano foi entéo
induzido com 0,6 mM de IPTG pelos periodos de 4, 6 e 12 horas, nas
temperaturas de 25 °C e 37 °C. Amostras correspondentes a cada condi¢éo de
cultivo foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE e Western Blot (WB).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene sintético codificador para a gE foi clonado com sucesso no vetor
de expressdo pAE, resultando em seis clones recombinantes, confirmados
através de digestao enzimatica para liberacdo do inserto. Apés a clonagem, a
proteina gE (rgE) foi expressa com sucesso pela cepa BL21 Star™ (DE3)
somente apos 12 h de inducédo a 25 °C, o que demonstra a importancia da
identificacdo do tempo de indugcdo e temperatura individualizada para a
expressdo de proteinas recombinantes. Esta proteina sera utilizada para a
inoculagcdo de camundongos e producédo de anticorpos monoclonais (mADbs)
que serdo empregados no desenvolvimento de um ensaio imunoenzimatico
(ELISA) de blogueio. A associagdo de DIVAs a ELISAs de bloqueio ou
competicdo vem sendo empregada no controle e erradicacdo do BoHV-1 em
paises europeus (ACKERMANN & ENGELS, 2006; VAN OIRSCHOT et al.,
1996b; VAN OIRSCHOT et al., 1997). Os antigenos utilizados para a producao
dos anticorpos monoclonais (mAbs) empregados nestes testes diagndsticos
sao, geralmente, obtidos de um extrato viral total, onde a gE encontra-se
associada a outras glicoproteinas do envelope, comumente gl, com a qual
forma-se uma ligagdo n&o covalente (complexo gE/gl). No entanto, estes
ELISAs apresentam performance limitada, atribuida a sua baixa especificidade.
Contudo, esta especificidade reduzida ndo é atribuida a reacdes cruzadas com
outros virus, e sim a presenca massiva de anticorpos dirigidos a outras
glicoproteinas do envelope que nédo a g (LEHMANN et al., 2004). Além disso,
uma variabilidade entre a gE de diferentes cepas de BoHV-1 ja foi relatada,
através do desafio destas cepas com um painel de mAbs anti g (KAASHOEK



et al., 1995). Por essa razéo, a expressao da rgE a partir de um gene sintético
desenhado com uma sequéncia consenso obtida através das sequéncias de gE
de BoHV-1 e 5 disponiveis no genbank, pode representar uma alternativa para
burlar esta grande variabilidade genética.

4. CONCLUSOES

O gene sintético codificador para g de BoHV1/5 foi clonado com sucesso
no vetor pAE de expressdo em E. coli, resultando na expressédo da g em sua
forma recombinante. O seguimento deste estudo inclui a obtencdo de lotes
purificados de rgE, produgdo de anticorpos monoclonais contra rgg, e
desenvolvimento de um ELISA de bloqueio capaz de diferenciar animais
naturalmente infectados pelo BoHV1 e/ou 5 ou vacinados contra 0s mesmos.
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