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RESUMO

As infec¢des causadas por herpesvirus bovino tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5), membros
da familia Herpesviridae, tém sido associadas a apresentacdes clinicas e subclinicas
nesta espécie animal. As similaridades gendmica e antigénica entre ambos representam
um grande desafio para o diagnostico laboratorial destas infec¢cdes. Os objetivos do
presente estudo foram inicialmente identificar duas cepas (A e B), isoladas de casos
clinicos, pelas técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Andlise de
Enzima de Restricdo (REA) utilizando o gene da glicoproteina C (gC) e enzima Bgll,
respectivamente. Os amplicons obtidos para as referidas amostras apresentaram
bandas em torno de 572 a 575 pb, respectivamente. Na REA, a amostra B apresentou
dois fragmentos (333 pb e 239 pb) enquanto que a amostra A permaneceu com um
anico fragmento de aproximadamente 572 pb. O sequenciamento parcial dos genes da
gC revelou 572 nucleotideos para a amostra A compativel com o BoHV-1 do sub tipo
1.1. A amostra B indicou 575 nucleotideos e foi agrupada com o BoHV-5. Na segunda
etapa deste estudo a amostra B foi utilizada para produzir 61 hibridomas produtores de
anticorpos monoclonais (AcMc) anti-BoHV-5 dos quais apenas dois (8E11 e 3B2)
reagiram com a cepa BoHV-5 sendo tal reagéo revelada pelo teste de imunoperoxidase
(IPX). A Jultima etapa deste trabalho referiu-se a construgdo de um plasmideo
recombinante para a expressado da proteina gG126 do envelope da cepa A (BoHV-1).
Os primers desenhados foram amplificados, clonados e expresso em E. coli. A atividade
da proteina produzida foi testada frente a soros bovinos positivos, hiperimunes e
negativos contra BoHV-1. Soros hiperimune e AcMc anti-BoHV-5 também foram
testados. A proteina recombinante mostrou reatividade frente aos soros bovinos
positivos e hiperimune anti-BoHV-1, bem como ao soro hiperimune anti-BoHV-5. No
entanto, ndo foi reconhecida quando submetida a soro anti-BoHV-1 negativo e
anticorpos monoclonais anti-BoHV-5. Conclui-se, a partir dos resultados obtidos, que as
técnicas moleculares sdo importantes ferramentas para caracterizacdo de cepas de
BoHV-1 e BoHV-5. Além disso, os AcMc anti-BoHV-5 e a proteina recombinante gG126
do BoHV-1 produzidos representam potenciais insumos para o desenvolvimento de
testes diagnosticos visando estratégias futuras para o controle e prevencao

infeccBes pelos herpesvirus destes tipos.

Palavras-chave: BoHV-1; BoHV-5; glicoproteina C; Andlise de Restricdo por

Endonuclease; anticorpos monoclonais; proteina recombinante; plasmideo.



ABSTRACT

The infections caused by bovine herpesvirus typel (BoHV-1) e 5 (BoHV-5),
Herpesviridae Family members, have been associaded with clinical and subclinical
presentations in this animal species. The genomic and antigenic similarities between
both represent a great challenge to the diagnostic laboratory of these infections.
Initially, the presente study aimed identify two strains (A and B), isolated from clinical
cases, by Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction Enzyme Analyses
(REA) using glycoprotein C (gC) gene and Bgll, respectively. The referred samples
had amplicons with band with 572 to 575 pb, respectively. In REA, the sample B
generated two fragments (333 pb and 239 pb), while the sample A had only one
fragment of 572 pb. The parcial sequencing of gC genes showed 572 nucleotides to
the sample A, compatible with BoHV-1 subtype 1.1. The sample B revealed 575
nucleotides and was related with BoHV-5. In the second step of this study the
sample B was used to produce 61 anti-BoHV-5 monoclonal antibodies (Mabs)
hybridomes producers from which only two (8E11 e 3B2) were reagents with the
BoHV-5 strain. This reaction was revealed by immunoperoxidase (IPX). The last step
from this work was referred to the recombinat plasmid construction to the strain A
(BoHV-1) envelope protein gG126 expression. The designed primers were amplified,
cloned and expressed in E. coli. The protein activity was tested using positive,
hyperimmune and negative bovines sera against BoHV-1. Hyperimmune sera and
Mabs anti-BoHV-5 were also tested. The recombinant protein showed reactivity
against positive and hyperimmune anti-BoHV-1 sera, and against hyperimmune
BoHV-5. However, the recombinant protein wasn't recognised when submitted to the
negative anti-BoHV-1 serum and anti-BoHVp-5 Mabs. From these results, it is
possible to concluse that molecular techniques are important tools for the BoHV-1
and BoHV-5 strains characterization. Also, the produced anti-BoHV-5 Mabs and the
BoHV-1 recombinant gG126 protein represent potencial products to the development
of diagnostic tests aiming future estrategies to the control and prevention from these
herpesvirus types infections.

Key words: BoHV-1; BoHV-5, glycoprotein C; Restriction Enzyme Analyses;
monoclonal antibodies; recombinant protein, plasmid.
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1 INTRODUCAO

Os herpesvirus bovinos pertencem a Ordem Herpesvirales, Familia
Herpesviridae, Subfamilia Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus. Sao descritos
os tipos BoHV-1, BoHV-2, BoHV-4, BoHV-5 e BoHV-6 (DELHON et al., 2003;
DAVISON et al., 2009).

Os herpesvirus bovino vém sendo estudados ha varias décadas (MEHROTRA
et al.,, 1976; THEODORIDIS, 1985; THIRY et al., 1988, DURHAM et al., 1990;
SCHWYZER et al., 1996).

Segundo dados da Organizacdo Internacional Epizootias (OIE), paises como
Austria, Dinamarca, Finlandia, Suécia, Italia (Provincia de Bolzano), Suica e
Noruega conseguiram erradicar este virus ap6s a implantacao de rigido programa de
erradicacdo. Programas de controle tém sido implantados na Australia, Bélgica,
Canada, india, Pol6nia, Turquia e Estados Unidos (BOELAERT et al., 2000).

No Brasil as herpesviroses também séo registradas e causam prejuizos
econdbmicos de grande monta ao pais (MUELLER et al., 1981; RAVAZZOLO et al.,
1989; VIDOR, 1995; MEDICI et al., 2000; SANCHES et al., 2000; SOUZA et al.,
2002; ASHBAUGH et al., 1997; ESTEVES et al., 2008; HOLZ et al., 2009; GATTI et
al., 2010).

Sao virus relativamente grandes apresentando tamanho aproximado de 120
a 300nm com capsideo proteico icosaédrico e envelope lipoproteico, com presenca
de glicoproteinas virais (ROIZMAN & KNIPE, 2001). O envelope viral € composto por
10 glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gl, gH, gL, gG, gK e gM) as quais apresentam
diferencas em suas propriedades antigénicas, moleculares e funcédo biologica
durante a interacdo com a célula hospedeira (SCHWYZER & ACKERMANN, 1996).

O genoma viral é constituido por DNA de fita dupla que codifica cerca de 70
proteinas, das quais 33 sdo estruturais e em torno de 15 sdo néo estruturais
(MUYLKENS et al., 2007).

Os herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sdo muito semelhantes
gendmica e antigenicamente (DELHON et al., 2003). O BoHV-1 pode ser
diferenciado nos subtipos 1.1, 1.2a e 1.2b. J4 o virus nominado BoHV-1.3 foi
reclassificado como BoHV-5 na década de 90 (EDWARDS et al., 1990).



O aspecto clinico da herpesvirose permite diferenciar a patogenia e
epidemiologia no rebanho, no entanto, ndo permite atribuir a etiologia. Os métodos
de diagnosticos sorolégicos ndo permitem diferenciar o agente etioldégico pois
ocorrem reacgfes cruzadas devido a alta homologia existente entre esses dois virus.
As técncias moleculares vém preencher esta lacuna, pois as amplificacdes de genes
especificos seguida de andlise por restricAo enzimatica ou sequenciamento vém
permitindo caracterizar as amostras virais (NOODEGRAAFF et al., 2000).

No Brasil, devido ao programa de controle da raiva dos herbivoros (PNCRH)
os encéfalos de animais suspeitos sdo submetidos a exames virologicos e
histopatolégicas visando apenas os diagndsticos da raiva e da encefalopatia
espongiforme bovina (BSE). Portanto, sugere-se que deste mesmo material
enviadopara exames seja solicitado o diagnéstico para herpesviroses em bovinos.
Atualmente a técnica padrdo ouro da OIE é a soroneutralizacdo, que € uma técnica
laboriosa e dispendiosa, exige um profissional extremamente habilitado para o
cultivo de célula e infeccdo viral. Em nosso pais ndo ha programas nacionais de
controle da herpesvirose e dependente de kits de origem importada para o
diagnéstico.

O presente trabalho visa desenvolver e produzir insumos em larga escala
para diagnostico da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e Meningoencefalite
Bovina causadas respectivamente pelos agentes BoHV-1 e BoHV-5 e disponibilizar
insumos de baixo custo para o diagnostico desta doenca.

Para o desenvolvimento de insumos para o diagnéstico sorolégico de
infeccBes causadas pelos herpesvirus, foram utilizados virus integro ou proteina
recombinante.

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar cepas do herpesvirus pelas
técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seguidas da andlise com
enzimas de restricdo (REA), sequenciamento. As cepas caracterizadas foram
utiizadas na producdo de anticorpos monoclonais anti-BoHV-5 e uma proteina
recombinante para diagnéstico de IBR (BoHV-1).

O trabalho é apresentado em quatro capitulos: no primeiro, é feita a revisao
de literatura; no segundo, sdo apresentados os dados da caracterizagdo molecular
de duas amostras de virus isoladas de casos clinicos em bovino; o terceiro
demonstra o desenvolvimento de um anticorpo monoclonal anti- BoHV-5 para teste

diagnéstico por Imunoperoxidase (IPX) e no quarto, sdo apresentados dados da



construcdo de um plasmideo para producdo de uma proteina recombinante a partir
do virus BoHV-1, clonando o gene da glicoproteina G126 (gG) de uma regiao

conservada do genoma.



2.1

2.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar duas cepas de herpesvirus bovino

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar e diferenciar as duas amostras herpesvirus pelas técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), seguido da andlise com enzimas de
restricdo (REA) e sequenciamento

Produzir anticorpo monoclonal para identificacgdo do herpesvirus 5 por
imunoperoxidase

Produzir uma proteina recombinante com a cepa do herpesvirus 1



CAPITULO |

4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. HISTORICO

Os primeiros indicios de herpesviroses em bovinos ocorreram na Africa em
animais apresentando vaginite, epididimite e infertiidade em areas onde doencas
como Brucelose e Tricomonose estavam sob controle (DAUBNEY et al., 1938).

Na Africa do Sul, em 1954, McIntosh e colaboradores isolaram herpesvirus
em ovo embrionado de uma amostra originaria de uma vaca com vaginite.

Nos Estados Unidos, em 1968, Smith e colaboradores isolaram uma cepa de
herpesvirus em cultivo de células de traqueia de feto bovino, a partir de tecidos de
animais condenados durante inspecao postmortem. Sob microscopia eletrbnica, a
cepa isolada apresentou caracteristicas morfolégicas compativeis com o género. No
cultivo celular foram observados efeitos citopaticos e corpusculos de inclusdo
intranucleares sugestivos destes agentes virais.

Na década de 70, com o avango das técnicas moleculares foi possivel a
identificacdo de diferentes tipos de herpesvirus. Mohanty et al. (1971) identificaram
uma cepa denominada de DN599 isolada em células primarias BEK (Bovine
Embryonic Kidney) de material de corrimento nasal em bezerro. Tal cepa n&o foi
neutralizada por antissoro contra IBR, no entanto o animal apresentou temperatura
elevada, tosse, hiperpneia e dispneia.

Na Tanzéania, Rweyemamu & Loretu (1973) identificaram quatro amostras de
herpesvirus em células CK (Calf Kidney) e as compararam com outras 16 cepas
descritas por Plummer (1967). Os autores identificaram a cepa T877/70 e as outras
trés foram compativeis com a cepa “Movar”.

Theodoridis (1978) realizou os primeiros estudos relacionados a patogenia de
15 cepas de herpesvirus isolados de casos de vaginite e epididimite bovinas. Foram
realizados cultivos celulares em células CFK (Calf Foetal Kidney) para a verificagao
do efeito citopatico, testes sorologicos (soroneutralizacdo), determinacdo das

propriedades fisico-quimicas e caracteristicas morfolégicas por microscopia



eletrbnica das amostras analisadas. Trés das cepas investigadas foram
sorologicamente idénticas ao virus da Vulvovaginite Pustular Infecciosa-
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IPV-IBR). As demais cepas nao foram

sorologicamente relacionadas a estes agentes virais.

4.2. ETIOLOGIA

Os herpesvirus bovinos tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sdo membros da
Ordem Herpesvirales, Familia Herpesviridae, Subfamilia Alphaherpesvirinae, Género
Varicellovirus. Atualmente s&o descritos os tipos BoHV-1, BoHV-2, BoHV-4, BoHV-5
e BoHV-6 (DAVISON et al., 2002).

O virus tem tamanho relativamente grande (120-300nm) com capsideo
proteico icosaédrico e envelope lipoproteico com a presenca de glicoproteinas virais
(ROIZMAN & KNIPE, 2001) (FIGURA 1).

Envelope
Nucleocapsideo
Tegumento

FIGURA 1 — MICROSCOPIA ELETRONICA DE UM VIRION DE ALPHAHERPESVIRUS (HSV)
FONTE: FRANK FENNER, com modificacdes, JONH CURTIN SCHOOL, Australian National
University, NCBI (2012)

O genoma viral € constituido por DNA de fita dupla que codifica cerca de 70
proteinas das quais 33 sdo estruturais e em torno de 15 sdo nado estruturais
(MUYLKENS et al., 2007). O BoHV-1 pode ser diferenciado nos subtipos 1.1, 1.2a e
1.2b. A partir de 1990 o BoHV-1.3 foi reclassificado como BoHV-5 com subtipos a, b
e ndo a/ndo b (EDWARDS et al., 1990, ROIZMAN et al.,1992).



O envelope viral € composto por pelo menos dez glicoproteinas (gB, gC, gD,
gE, gl, gH, gL, gG, gK e gM) (FIGURA 2) as quais apresentam diferencas em suas
propriedades antigénicas, moleculares e na funcdo biolégica durante a interagéo
com a célula hospedeira (SCHWYZER & ACKERMANN, 1996; DELHON et al.,
2003).
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SEQUENCIA PROVAVEL DOS GENES DAS
GLICOPROTEINAS G DO GENOMA DOS ALPHAHERPESVIRUS.
FONTE: Adaptado de CAMPOS et al. (2010)

4.3. TRANSMISSAO E PATOGENESE

A transmisséo dos BoHV-1 e BoHV-5 pode ocorrer de forma direta ou indireta.
A primeira ocorre geralmente a partir do contato com secrecdes nasais de animais
infectados. A forma indireta se d& por meio da inalacdo de aerossois e pela ingestéo
de 4gua e alimentos contaminados (MUYLKENS et al., 2007).

A transmissdo venérea, pela monta natural ou em procedimentos de
inseminacdao artificial, também pode ocorrer e é importante na cadeia epidemiologica
deste virus (GOMES et al., 2003).

Durante a infec¢do aguda primaria do BoHV-1 altas concentragfes virais sdo
excretadas nos fluidos nasais durante 10 a 17 dias. Do quarto ao sexto dia ocorre
um pico de eliminacao viral (STRAUB, 1990).

O virus se replica no trato respiratério causando alteracdes como rinite,

laringite e traqueite, destruindo as microvilosidades traqueais. A infec¢do por BoHV-



1 prejudica a resisténcia imunologica do animal levando a infec¢cdes bacterianas.
Bactérias, especialmente aquelas pertencentes as espécies Manheimia
haemolytica, Pasteurella multocida e Haemophilus somnis, se instalam no
hospedeiro causando infec¢des secundérias (LEITE et al., 2002).

As lesbes podem se estender do trato nasal aos olhos, através do ducto
nasolacrimal, causando conjuntivite e corrimento nasal. O virus pode também
penetrar nos tecidos cerebrais, a partir da mucosa nasal, e causar
meningoencefalite. As alteracdes na placenta e feto podem resultar em aborto. Em
bezerros, o virus pode, ocasionalmente, causar doenca sistémica com alta taxa de
mortalidade (YATES, 1982).

Nyaga & Mckercher (1980) demonstraram, por meio de testes in vitro, que o
BoHV-1 pode infectar mondcitos nos quais ha replicacdo limitada do virus. Além
disso, o BoHV-1 é capaz de se adsorver a linfécitos e estes podem servir como
veiculos, desde que anticorpos neutralizantes ndo estejam presentes.

A disseminagao sistémica é obtida por meio da invaséo de linfonodos e vasos
linfaticos seguida por viremia associada aos linfocitos (CAMPOS et al., 2010).

4.4. LATENCIA DO VIRUS NO HOSPEDEIRO

Uma das caracteristicas das herpesviroses é a capacidade do virus de
permanecer em estado de laténcia em ganglios periféricos (ganglios trigémeos), sem
se replicar, fazendo com que o animal persista infectado por toda a vida produtiva
(ENQUIST et al., 2002). Durante este periodo ndo sdo sintetizadas proteinas virais.
Portanto, nestes animais o titulo de anticorpos neutralizantes tende a diminuir. O
BoHV-1 também foi encontrado nos centros germinativos da tonsila farigea, sangue
periférico, linfonodos e baco (MWEENE et al., 1996; FUCHS et al., 1999; WINKLER
et al., 2000). Em casos de IPV/IPB o BoHV-1 foi detectado em génglios espinhais
sacrais (HOMAN & EASTERDAY, 1980). O BoHV-5 foi detectado no sistema
nervoso central (principalmente no cértex olfatorio, cerebelo, tAlamo, mesencéfalo e
ponte), na mucosa nasal e tragueal (MEYER et al., 2001; PEREZ et al.,, 2002;
VOGEL et al., 2003; HUBNER et al., 2005).

A reativacdo da forma latente pode ocorrer a partir de estimulos

imunodepressivos, tais como estresse, transporte, tratamentos com glicocorticoides



e partos, resultando em excrecdo do virus e aumento dos titulos de anticorpos
neutralizantes (JONES, 2003).

4.5. ASPECTOS CLINICOS DAS INFECCOES ASSOCIADAS AO BOHV-1

As apresentacdes clinicas de infec¢des causadas pelo BoHV-1 podem estar
associadas a manifestacfes dos tratos respiratorio e genital. A doenca é chamada
de Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), mas recebe diferentes denominacfes de
acordo com o orgao infectado. Quando afeta a regido genital de vacas é conhecida
como Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV), e nos machos recebe o nome de
Balanopostite Pustular Infecciosa (IPB) (GIBBS & RWEYEMANN, 1977). A maioria
das infec¢cdes associadas ao BoHV-1 e BoHV-5 sdo subclinicas e o grau de
severidade da doenca é influenciada por fatores como a viruléncia da cepa
envolvida, status imunitario do hospedeiro, idade e presenca de infeccbes
bacterianas secundérias (KAASHOEK et al., 1996).

4.5.1. Forma Respiratéria da Doenca

A IBR pode ocorrer nas formas subclinica, leve ou severa. A morbidade e
mortalidade podem alcancar indices de 100% e 10%, respectivamente (D"ARCE et
al., 2002). Na forma classificada como leve, os sinais clinicos podem se restringir ao
corrimento nasal e ocular. A forma classica da doenca é caracterizada por febre (40
a 42°C), inapeténcia, aumento da taxa respiratoria, dispneia, tosse persistente,
depresséao e severa queda da producéo de leite. O halito do animal pode ser fétido,
com respiracdo oral, salivacdo e um profundo ruido brénquico. Os casos agudos
nao complicados duram de cinco a 10 dias e 0s animais se recuperam rapidamente,
mas permanecem como carreadores e disseminadores do virus (TIKOO et
al.,1995). O aborto pode ser uma consequéncia da infeccdo respiratoria pelo
BoHV-1, dependendo das estruturas envolvidas e do periodo de gestacdo, por
atravessar a barreira maternal-fetal, podendo ocasionar a morte do feto (HEINLEIN
et al., 1993; MILLER, et al., 1995).

4.5.2. Forma Conjuntival da Doenca
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A conjuntivite pode ser uni ou bilateral e associada com lacrimejamento
profundo. Os animais afetados podem apresentar fotofobia e eversédo das palpebras,
mas a epifora é o sinal mais caracteristico. Infec¢bes bacterianas secundéarias séo
comuns e 0 pus pode ser visto no corrimento lacrimal. A cérnea normalmente néo é
afetada, mas se ocorrer simultaneamente infeccdo bacteriana, quadros de ceratite e
ulceracdo corneal poderdo causar lesdo cicatricial deste 6rgdo (HOMAN &
EASTERDAY, 1980).

4.5.3. Forma Genital da Doenca

A Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV) geralmente se desenvolve de um a
trés dias apos a cobertura. A miccao frequente é o sinal mais caracteristico. Os
animais afetados apresentam febre, depressdo e anorexia. A vulva apresenta-se
inchada e hiperémica com pequenas pustulas (1 a 2 mm de diametro), as quais
coalescem para formar membranas fibrinosas amareladas, que gradualmente se
descolam formando Ulceras (TURIN & RUSSO, 2003).

A infeccdo bacteriana secundaria € comum com graus Vvariados de
corrimentos purulentos. As lesdes normalmente desaparecem de 10 a 14 dias apés
0 estabelecimento da doenga, mas alguns animais apresentam corrimento vaginal
que persiste durante varias semanas (TURIN & RUSSO, 2003).

Inseminacdes artificiais com sémen contaminado podem causar IPV, cervicite
com corrimento mucopurulento e endometrite em vacas. Os abortos normalmente
ocorrem dentro de quatro a sete meses da gestacdo apos infeccdo natural ou
vacinagao (WEIBLEN et al.,1989).

A Balanopostite Pustular Infecciosa (IPB) também se desenvolve apds um
periodo de incubacdo de um a trés dias e lesdes similares aquelas do IPV se
desenvolvem na mucosa peniana e prepucio. As infec¢des secundéarias também séo
frequentes. A resolucdo de casos ndao complicados ocorre dentro de 10 a 14 dias.
No entanto, alguns animais podem perder a libido, ter dores durante a erecédo e

ejaculacdo e so6 se recuperam varias semanas apos (WEIBLEN et al.,1992).

4.6. ASPECTOS CLINICOS DAS INFECCOES ASSOCIADAS AO BoHV-5

O BoHV-5 é um dos principais agentes etioldgicos virais associado a
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meningoencefalite nesta espécie animal. No Brasil, devido ao Programa Nacional de
Controle da Raiva em Herbivoros (PNCRH), sdo enviadas as amostras para exames
histopatoldgicos e viroldgicos para diagnostico da Encefalopatia Espongiforme
Bovina (BSE) e de Raiva, respectivamente. Quando estas amostras Ssao
consideradas negativas para estas doencas as mesmas ndo sado encaminhadas
para a identificacdo de outros agentes etioldgicos infecciosos como o BoHV-5.
(SPILKI et al., 2003).

4.6.1. Forma enceféalica da doenca

Os animais afetados apresentam inicialmente incoordenacao a qual progride
para ataxia. Também se observa depressao seguida por excitacdo caracterizada por
tremores, andar cambaleante, movimentos circulares e subsequente queda com
espasmos crénicos dos membros, pesco¢o, musculos lombares e opistétono. Por
isolamento em cultivo de células e exame histopatolégico também foi encontrado o
BoHV-5 nas regides do talamo, mesencéfalo e ponte (VOGEL et al., 2003).

A morte ocorre dentro de quatro dias a partir dos disturbios neuroldgicos. O
BoHV-5 foi detectado no sistema nervoso central na regido do cortex olfatério e na
regido do cerebelo (MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002).

4.7 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA INFECCAO EM BOVINOS NO MUNDO E
NO BRASIL

O BoHV-1 esta amplamente disseminado em rebanhos bovinos no mundo
apresentando-se endemicamente em varios paises (TABELA 1). Segundo dados da
OIE, apenas a Austria, Dinamarca, Finlandia, Suécia, Italia (provincia de Bolzano),
Suica e Noruega conseguiram erradicar este virus, apds a implantacdo de um rigido
programa de erradicacdo com a eliminacdo de todos os animais portadores (OIE,
2012).

Programas de controle tém sido implantados na Austrdlia, Bélgica, Canada,
india, Polonia, Turquia e Estados Unidos. Na Gra-Bretanha e na Bélgica os
percentuais de rebanhos soropositivos séo de 40 a 50% e 62%, respectivamente
(ACKERMANN et al.,1990; NOODEGRAAF et al., 2000; BOELAERT et al., 2000).
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4.7.1. BoHV-1

No Canada, 59,5% dos rebanhos estdo infectados apesar de continuos
programas imunoprofilaticos (DURHAM & HASSARD, 1990).

Estudos da soroprevaléncia do BoHV-1 nos rebanhos Australianos tém
mostrado indices de 15 a 96% (SMITH et al., 1995).

Na Africa, Straub et al. (1990) verificaram a soroprevaléncia do BoHV-1
variando de 14 a 60%, enquanto nas Américas Central e do Sul esta percentagem €&
de 36 a 48%.

No Brasil, levantamentos sorolégicos tém revelado uma ampla disseminacao
do BoHV-1 tanto em rebanhos de corte quanto de leite. No sul do pais, em 36 anos
de trabalho, foram realizadas 6021 necropsias de bovinos seguindo protocolos de
necropsia e histopatologia, sendo que foram encontradas trés doencas causadas por
virus em 175 dos casos: 151 de raiva (49,5%), 14 de meningoencefalite por
herpesvirus (4,59%) e 10 de febre catarral maligna (3,28%) (SANCHES et al., 2000).

Em 1981, no Estado de Sao Paulo, Mueller et al. observaram 42,2% de
animais reagentes. Gatti et al. (2010) avaliaram os titulos de anticorpos anti-BoHV-1
de bezerras em trés rebanhos leiteiros do estado de S&o Paulo. As amostras de
soro, colhidas de animais de zero a 12 meses de idade, foram submetidas ao teste
de virus-neutralizacdo. Naqueles rebanhos com baixa prevaléncia de BoHV-1, nao
houve diferenca nos titulos de anticorpos entre bezerras de vacas vacinadas e nao
vacinadas. Nos rebanhos com média e alta prevaléncias, os titulos foram mais
elevados nas bezerras nascidas de vacas positivas e vacinadas.

No Estado de Minas Gerais, trés trabalhos avaliam a soroprevaléncia no
rebanho e esta varia de 27 a 66% (ANUNCIACAO et al., 1989, MEDICE et al.,
2000).

No Rio Grande do Sul foram descritas taxas de soropositividade em 81,7% e
71,3% para BoHV-1, nos anos de 1989 e 1995, respectivamente (RAVAZZOLO et
al.,1989; VIDOR et al., 1995). Em 2009, Holz et al. analisaram 2200 soros pela
técnica de soroneutralizagéo, provenientes de 390 propriedades distribuidas em 158
municipios deste estado. Apenas 47 (0,18%) amostras foram sororreagentes para o
BoHV-1.
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4.7.2 BoHV-5

Holz et al. (2009) verificaram a soroprevaléncia do BoHV-5 em 158
municipios do estado do Rio Grande do Sul. Foram examinados 2.200 soros
empregando a técnica de soroneutralizacdo frente a duas diferentes cepas virais.
Entre os soros avaliados, 104 (4,7%) amostras foram sororreagentes.

No Parana, Barros Filho et al. (1997) verificaram a soroprevaléncia do BoHV-
1 em casos de IBR. Entre os 240 animais avaliados 65 (27%) foram sororreagentes
pelo método de ELISA. No mesmo estado, Médici et al. (2000) relataram que 90,5%
dos rebanhos leiteiros soropositivos. Em rebanhos de corte a frequéncia foi de
100%.

4.8. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial das infec¢cdes pelo BoHV-1 e BoHV-5 pode ser
realizado por testes imunoldgicos que detectam o virus, componentes virais, bem
como anticorpos especificos. Embora a etiologia destas infeccfes possa ser definida
por meio do isolamento viral ou da deteccdo do DNA pelas técnicas de reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), hibridizacdo do &cido nucleico e sequenciamento,
estas metodologias exigem uma estrutura laboratorial especifica para o
processamento das amostras suspeitas. Para as herpesviroses, infelizmente, ndo ha

kits de testes rapidos disponiveis para o diagnéstico a campo.

4.8.1. Isolamento do Virus em Cultivo de Células

As amostras enviadas para o diagnéstico laboratorial visando o isolamento
dos herpesvirus podem ser obtidas a partir de swabs nasais, conjuntivais e
vaginais, lavado prepucial, cotilédones placentarios de fetos abortados, figado fetal,
pulméo, baco, rins, linfonodos, membranas mucosas do trato respiratorio e tonsilas.
Estas amostras devem ser colhidas e encaminhadas ao laboratério em meio de
transporte adequado (HOMAN et al., 1980). Sémen fresco ou criopreservado
também pode ser colhido para isolamento viral (MEYER et al., 2001).
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A maioria dos herpesvirus pode ser isolado em cultivo de células primarias
ou secundarias bem como podem ser isolados em linhagens continuas de células
tais como Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK).

A presenca dos BoHV-1 e BoHV-5 é detectada no cultivo celular pelo efeito
citopatico que geralmente aparece de trés a cinco dias poés-inoculacdo. Sao
visualizados agrupamentos semelhantes a cachos de uva contendo células

arredondadas.

4.8.2 Histopatologia

No exame histopatologico pesquisam-se inclusfes intranucleares em células
epiteliais, especialmente em material de bidpsia vaginal, colhido nos estagios iniciais
da IPV. Estas inclusbes estdo também presentes em encéfalo de casos com
acometimento neurolégico e tecidos de fetos abortados. Uma vez que estas
inclusdes sao transitorias, o uso do exame histopatolégico tem um valor limitado
(TURIN & RUSSO, 2003).

4.8.3. Testes sorologicos

Os testes soroldgicos detectam o aumento dos titulos de anticorpos entre as
fases aguda e convalescente da infeccdo. As respostas imunes primarias séo
caracterizadas por aumento de IgM e IgG apoés a infeccdo. As respostas secundarias
estdo associadas a deteccdo de anticorpos IgG2 (TURIN et al., 1999). Amostras de
soros pareados indicam infecgdes recentes, tendo em vista que a resposta humoral
se desenvolve duas a trés semanas apos a infeccao.

As técnicas utilizadas para este tipo de diagnéstico sdo hemaglutinacéo
passiva, fixacdo de complemento, imunoperoxidase, imunofluorescéncia,
soroneutralizagdo e testes imunoenzimaticos (ELISA) (GIBBS & RWEYEMAMU,
1977). O teste de ELISA indireto utiliza o virus purificado e detecta anticorpos contra
as proteinas do envelope e do capsideo. Neste teste é possivel utilizar a Avidina-
Biotina visando o aumento de sua especificidade. O ELISA competitivo pode
empregar anticorpos monoclonais contra as glicoproteinas presentes no envelope
viral (NANDI et al., 2007).
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Os testes de ensaios imunoenzimaticos sdo praticos, especificos e devem
ser altamente sensiveis para a deteccao de infec¢des iniciais, cujos titulos humorais
sao geralmente baixos.

Os anticorpos monoclonais (AcMc) sdo produtos imunobiol6gicos que tém
sido usados para o desenvolvimento de teste diferenciais entre BoHV-1 e BoHV-5
por serem altamente especificos (D’ARCE et al., 2002; SA e SILVA et al., 2007).
Bauermann et al. (2010) padronizaram um teste de ELISA para diferenciacdo ou
homologia entre o BoHV-1 e BoHV-5, com base em AcMc pela deteccdo de
anticorpos séricos.

O teste de soroneutralizacdo é considerado o padrdo para deteccdo de
anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1 e BoHV-5, embora ndo os diferencie
(ROEHE et al., 1997). No entanto, em relagdo aos testes imunoenzimaticos, € uma
técnica mais onerosa devido a necessidade de manutencéo de linhagens celulares,
além da baixa sensibilidade (PERRIN et al., 1993; KRAMPS et al., 1994).

Em 1996, Kramps et al. demonstraram dissonancias em relagdo aos
resultados dos testes de soroneutralizagdo, ELISA e imunofluorescéncia, sugerindo
a padronizacao de testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos para o BoHV-1.
Estes testes imunoenzimaticos tém limitagdes para diferenciar animais expostos aos
virus daqueles vacinados em propriedades que adotam sistematicamente a
profilaxia (BAUERMANN et al., 2010).

4.8.4. Diagnosticos baseados na identificacdo dos genomas

Técnicas que visam a deteccdo de DNA passaram a ser possiveis nha
identificacdo de tipos e/ou subtipos de herpesvirus. Técnicas como a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida da Analise de Restricdo Enzimética (REA) e
sequenciamento dos genomas virais vém auxiliando a identificacdo e os estudos
epidemiolégicos subsequentes aos focos da infeccdo (ROS & BELAK, 1999;
ESTEVES et al., 2008).

Em estudo realizado com 26 amostras clinicas de doencas neurologicas
isoladas de bovinos no sudeste do Brasil, Argentina e Uruguai, no periodo de 1987 a
2007, empregou-se a técnica de PCR para identificar BoHV-1 e BoHV-5. Em 21
(80,7%) das amostras foram isolados BoHV-5 e em cinco (19,3%) amostras o virus
BoHV-1 (RISSI et al., 2008).
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Também foi desenvolvida técnica de PCR multiplex para confirmar o gene da
glicoproteina C (gC) em fragmentos do sistema nervoso central (SNC) para o BoHV-
5. Foram avaliadas 47 amostras de cérebro de bovinos com sinais clinicos de
meningoencefalite, colhidas de 31 rebanhos dos estados do Parana, S&o Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rondbnia. Em apenas 18 delas
foi possivel isolar o virus, enquanto a técnica de PCR multiplex revelou a presenca
do genoma viral em 30 amostras (CLAUS et al., 2007).

Em Santa Catarina foram comparadas filogeneticamente 28 cepas de
herpesvirus bovino isoladas de diferentes apresentacdes clinicas. Usando a técnica
de PCR com primers para os genes da glicoproteina C (gC) e sequenciamento dos
DNAs, os autores foram capazes de diferenciar tipos e subtipos desses agentes
virais (ESTEVES et al., 2008). Os autores sugerem que um ndmero maior de cepas
virais, provenientes de animais de diferentes regibes do Brasil, devam ser
analisadas para comprovar a eficiéncia destas ferramentas moleculares.

Visando diferenciar os dois tipos virais (BoHV-1 e BoHV-5) foi realizada a
PCR seguida de sequenciamento da glicoproteina C (gC). A analise de pareamento
de nucleotideos mostrou uma similaridade de 88,3 a 92% entre os dois virus. Os
autores verificaram que nem sempre a patologia esta associada as respectivas
sindromes clinicas e podem ser causadas por outros tipos de virus (SA e SILVA et
al., 2007; ESTEVES et al., 2008).

Em Cuba, amostras de virus foram isoladas e caracterizadas por REA usando
as enzimas de restricdo Hindlll, Hpal, Pstl e Sfil e demonstram que a cepa circulante
no pais é similar com as cepas presentes na Europa (MEDINA et al., 2010).

Na Argentina, um estudo de revisdo com enfoque nas caracteristicas
gendmicas, patolégicas e epidemiolégicas do BoHV-5 mostrou que este tipo esta
muito mais presente na América do Sul do que na Europa, Estados Unidos ou outros
continentes (ZAJAC et al., 2010).

A construcdo de genes para a expressao de proteinas recombinantes em
E.coli, especialmente as glicoproteinas do envelope viral, tem sido utilizada para a
producdo de insumos para diagnéstico das herpesviroses (OTSUKA & XUAN, 1996;
DONOFRIO et al., 2006).

Na Alemanha, Schumann et al. (2004) mostraram que varios fatores podem
interferir na expressao das proteinas, tais como a definicdo de vetores a serem

utilizados e o planejamento para otimizacao do sistema de expresséo em E. coli.
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Na Bélgica, foi construida uma proteina recombinante interespecifica de uma
regido homologa de um ponto comum e crucial da sequéncia dos acidos nucleicos
entre o BoHV-1 e 5. Este antigeno, segundo os autores, possibilita a identificacao
em casos de coinfeccdo dos herpesvirus, evidenciando o potencial para testes de
diagnéstico de herpesvirus (MEURENS et al., 2004).
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RESUMO

As infeccBes pelos herpesvirus em bovinos representam uma grande preocupacao
devido as perdas decorrente das doencas associadas a estes agentes virais. Os herpesvirus
de origem bovina dos tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) compartilham caracteristicas genéticas
e antigénicas que s6 podem ser diferenciadas por meio de técnicas moleculares. O objetivo
do presente estudo foi identificar duas cepas (A e B) isoladas de casos clinicos por meio da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), amplificando o gene responsavel pela
expressao da glicoproteina C (gC), seguida da analise de enzima de restricdo (REA)
utilizando a enzima Bgll. Os isolados também foram submetidos ao sequenciamento dos
fragmentos amplificados os quais foram comparados com 27 de cepas virais depositadas no
GenBank. Os amplicons obtidos para as amostras A e B apresentaram bandas cujos
tamanhos se situaram em torno de 572 a 575 pb, respectivamente. Quando submetida a
REA, a amostra B apresentou dois fragmentos apés a digestdo enzimatica, sendo o primeiro
com 333 pb e o0 segundo com 239 pb. A amostra A nao foi clivada, mantendo um Unico
fragmento de aproximadamente 572 pb. O sequenciamento parcial dos genes da gC indicou
572 nucleotideos para a amostra A e 575 nucleotideos para a amostra B. Tais resultados
indicaram que a amostra A foi compativel com a cepa BoHV-1, do subtipo 1.1 com
homologias de 96,7% e 94,1% com a cepa uruguaia UY2004 e com a cepa americana
COOPER, respectivamente. Em relacdo a amostra B, a mesma se agrupou com cepas
pertencentes ao BoHV-5, apresentando homologia de 86,9% com a cepa americana P160-
BRA/RJ. Os resultados deste estudo revelaram a importancia da identifcacdo molecular

das cepas de herpesvirus bovinas visando estudos epidemiolégicos regionais.

Palavras Chave: BoHV-1, BoHV-5, Glicoproteina C, REA, PCR.
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1 INTRODUCAO

A espécie bovina é suscetivel a diferentes agentes infecciosos, tais como
bactérias, fungos e virus (SILVA et al., 2008). Entre os agentes virais as infeccdes
pelos herpesvirus tém sido detectadas principalmente por métodos soroldgicos, 0s
quais foram realizados em diversos paises do mundo (DURHAM & HASSARD, 1990;
BOELAERT et al., 2000; GALIERO et al.,, 2001; NANDI et al., 2009). As taxas de
infeccdo na Africa e América Central variam de 14 a 60% e 36 a 48%,
respectivamente (SUZAN et al.,, 1983; MAHMOUD et al., 2009). A taxa de
soroprevaléncia no Brasil varia de 20 a 100% nos rebanhos leiteiros e de corte
trazendo preocupacdo com o prejuizo econdmico e bem estar animal tendo em vista
o quadro debilitante associado a esta virose (VIDOR, 1995; MEDICI et al., 2000;
MOREIRA et al., 2001; HOLZ et al., 2009). Os herpesvirus tipo 1 (BoHV-1) e 5
(BoHV-5) estdo comumente associados a esta espécie animal. O primeiro afeta o
trato respiratério e genital, acarretando doencas conhecidas como Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR) e Balanopostite Infecciosa Pustular (IPB)/Vulvovaginite
Infecciosa Pustular (IPV). O BoHV-1 e 5 também podem ser agentes etiolégicos de
disturbios nervosos quando em animais jovens (RISSI et al., 2008).

Apesar dos levantamentos epidemiol6gicos baseados na presenca de
anticorpos indicarem a infec¢cdo, apenas o isolamento viral e a subsequente
identificacdo da cepa, usando técnicas moleculares, poderdo revelar o tipo e/ou
subtipo presente nos rebanhos.

Nos casos de suspeita clinica de infeccbes nos tratos respiratérios e
reprodutivos, geralmente sdo encaminhadas amostras apenas para o isolamento de
agentes etioldgicos bacterianos, substimando o envolvimento de agentes virais.

Encéfalos de animais com apresentacéo clinica de disturbio neurolégico sédo
submetidos a exames virolégicos e histopatologicos visando os diagndésticos da raiva
e da encefalopatia espongiforme bovina (BSE), respectivamente (SPILKI et al.,
2003).

No entanto, resultados negativos para estas duas enfermidades n&o sao
investigados quanto a presenca de herpesvirus ou de outros agentes infecciosos na
massa encefalica.

O objetivo deste trabalho é caracterizar molecularmente duas amostras de
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virus: uma isolada de amostra de encéfalo negativa para Raiva e outra isolada de

placenta para diagndstico diferencial de aborto infeccioso.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS

As amostras clinicas denominadas A e B, provenientes de uma propriedade
rural no Estado do Parana, foram colhidas a partir de um caso de aborto em vaca e
de um caso de disturbio neurolégico em bovino (suspeito de raiva), respectivamente,
encaminhadas ao Centro de Diagndstico Marcos Enrietti (CDME). As duas amostras

eram provenientes de animais nativos no Estado do Parana.

2.2 ISOLAMENTO VIRAL

As amostras foram submetidas ao isolamento viral em cultivo de células
primarias de traqueia de feto bovino (Traq FB) para verificacdo de efeito citopatico.
As duas cepas virais isoladas no CDME foram cedidas ao Instituto de Tecnologia do
Parana (TECPAR) para um novo isolamento viral e caracterizacdo genética das
mesmas.

Estas células foram cultivadas em meio 199/HAM F10 (ANEXO | - 1) em
garrafas T25, T75, T150 e roller. As mesmas foram incubadas em estufa a 37°C com
5% de CO, de acordo com Theodoridis (1985) e acompanhadas durante um periodo
de 10-12 dias para a observacao dos efeitos citopaticos e posterior extracdo do DNA
viral.

Quando 80 a 90% das células apresentavam efeito citopatico o material foi
recolhido e centrifugado a baixa rotacdo 800 xg. O sobrenadante foi centrifugado a

10.000 xg por duas horas em gradiente de sacarose 30% (ANEXO | - 5).

2.3 EXTRACAO DO DNA VIRAL

Para a extracdo do material genético de cada um dos isolados foi utilizado o

kit Bioscience AxyPrep DNA/RNA viral Miniprep (Axygen). Apos a extracdo do DNA,
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este material foi concentrado usando 1.500 pL de etanol 70% (ANEXO | - 3), 30 pL
de acetato de sédio 3 M (ANEXO | - 4) e mantido a 4°C por 16 horas.

A seguir o material foi centrifugado a 3.700 xg durante 20 minutos. O
sobrenadante foi dispensado e o precipitado colocado em estufa a 56°C durante 10
minutos para secagem. A ressuspensao do precipitado foi realizada com 86 pL de
agua purificada. Os kits GFX (GE Healthcare) e Qubit dsSDNA HS Assay (Invitrogen)
foram utilizados, para a purificagdo e quantificacdo do DNA extraido,

respectivamente.

2.4 REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

Para desenho dos oligonucleotideos iniciadores ou primers, as sequéncias de
herpesvirus foram acessadas no Genbank (acessos 249223 e Z49224). Os primers
foram desenhados com base nas sequéncias de genes das glicoproteinas C de
regibes conservadas dos genomas de BoHV-1 e BoHV-5. A sequéncia do Primer
Reverse usadafoi5-CGCCGCCGAGTACTACCC- 3 epara Forward
2)5-CGGCCACGACGCTGACGA -3, para identificacdo dos
fragmentos com 575 pb (nucleotideos 873-1447) e fragmentos com 572 pb
(nucleotideos 813-1384) (ESTEVES, 2007).

Foram utilizados 45 pL de Taqg platinum supermix (Invitrogen cat.11.306.161
ot. XM681) e para completar o mix foram adicionados: 3 pL de primers R e F
contendo 15 pmol/mL (ANEXO | - 6); 40 ng de DNA em 5 uL; 5 uL de DMSO
(ANEXO | - 7) e 5 pL de agua ultra pura, obtendo-se um volume total de 61 pL.

A amplificagéo foi feita em termociclador e consistiu em desnaturagéo inicial a
94°C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos de um minuto de desnaturacdo a 94°C,
um minuto para anelamento a 62°C e um minuto para extensdo a 72°C. Foi
acrescentada uma extensao final por cinco minutos a 72°C.

O produto da amplificacéo foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1%
(Sigma) (ANEXO | - 8) em tampé&o TBE (ANEXO | - 9) com 2 uL de loading (ANEXO
| - 10) em cuba horizontal a 90V por duas horas. O marcador de massa molecular
utilizado foi DNA Ladder (Invitrogen) com 100 pb (ANEXO | - 11). Apés a corrida
eletroforética, o gel foi colocado em solugédo de revelagdo em brometo de etidio
(ANEXO 1 - 12) por 30 minutos e o fragmento visualizado e fotodocumentado
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001).
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2.5 ANALISE COM ENZIMAS DE RESTRICAO (REA)

O produto da PCR também foi utilizado para a andlise com a enzima de
restricdo Bgll. Foram utilizados 5,5 uL de agua purificada, 0,5 pL de enzima Bgll
(New England Biolabs), 1 uL de tampéao de diluicdo da enzima 10x e 3 yuL do produto
amplificado (ESTEVES, 2007). A seguir, foi incubado em banho-maria a 37°C por
duas horas. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 2% (ANEXO | - 13) em
tampéo TBE (ANEXO | - 9), em cuba de horizontal, adicicionando 1 pL de tampé&o de
amostra GLB (Invitrogen) de alta concentracdo, 7 pL da amostra clivada. O
marcador de massa molecular foi de 100 pb (Invitrogen) (ANEXO | - 11). Para
coloracdo do fragmento do DNA amplificado foi acrescentado no gel 1 pL de
brometo de etidio (ANEXO | - 12). A corrida eletroforética foi realizada em tampéao
TBE (ANEXO | - 9) em corrente de 70 mA durante 60 minutos. Os fragmentos de

DNA foram visualizados e fotodocumentados.

2.6 SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos do DNA gendmico amplificado por PCR foram purificados e
sua qualidade conferida por eletroforese em gel de agarose a 1% (ANEXO | - 8).
Depois de purificadas, as amostras foram preparadas individualmente com o kit
DYEenamic ET Terminators (GE Healthcare, Giles, United Kingdom) e sequenciadas
em sequenciador automatico MegaBACE 500 (GE Healthcare) na ACTgene Andlises
Moleculares Ltda. Cada produto foi submetido ao sequenciamento em ambas as
dire¢cdes usando os mesmos primers utilizados para PCR (ESTEVES, 2007).

2.7 ANALISE DAS SEQUENCIAS

A qualidade dos fragmentos sequenciados foi avaliada usando o programa
BioEdit 7.0.5 (HALL, 1999). As sequéncias foram manualmente alinhadas no
programa CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) e submetidas ao programa Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmacédo dos resultados. Os dados
foram analisados no programa MEGA “Molecular Evolutionary Genetics” verséo 5
(KUMAR et al., 2004) com base na analise do método de “neighbor-joining” (SAITOU



23

& NEI, 1987; ESTEVES, 2007). O Fluxograma das etapas descritas nos itens 2.1 a

2.6 estd demonstrado no material e métodos (ANEXO II).

3 RESULTADOS

A técnica de PCR permitiu a amplificacdo dos fragmentos alvos nas amostras

isoladas A e B. Os tamanhos das bandas obtidas situaram-se em torno de 572 a 575

pb, como esperado (ESTEVES, 2007) (FIGURA 3).
MM Amostra A Amostra B

500 pp ——»

FIGURA 3 - PRODUTOS DA AMPLIFICACAO POR PCR DO FRAGMENTO DO GENE gC DAS
AMOSTRAS VIRAIS A E B ANALISADAS
FONTE: O Autor (2012)

NOTA: MM - Marcador de massa molecular 100 pb

A restricdo enzimatica do produto de PCR utilizando a enzima Bgll permitiu
demonstrar a diferenca entre os isolados (FIGURA 4).

A amostra A nao foi digerida pela enzima Bgll, portanto, manteve um unico
fragmento de aproximadamente 572 pb caracteristica do virus BoHV-1 (ESTEVES,
2007).

Na amostra B verificaram-se dois fragmentos ap6s digestdo com a enzima
Bgll, sendo o primeiro com 333 pb e 0 segundo com 239 pb. Tal perfil € esperado
em amostras de BoHV-5 (ESTEVES, 2007) (FIGURA 4).
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ANmostra A Amostra B MM
NAO CLIVADA CLIVADA

<«—500 pb

FIGURA 4 - PRODUTO DA PCR CLIVADO COM A ENZIMA Bgll
FONTE: O Autor (2012)
NOTA: MM - Marcador de massa molecular 100 pb

Os genes da gC das amostras virais A e B foram parcialmente sequenciados.
Os comprimentos destas regifes sdo de 572 nucleotideos para a amostra A de 575

nucleotideos para a amostra B (FIGURA 5).

Amostra A

CACGCGCCTGCACTGGTTCCGCAACGGCTACCCCGTGGAGGCTCGGCACGCGCGCGACGTCTTTACGGTCGACGACTCC
GGGCTCTTTTCGCGCACGTCCGTCCTTACGCTCGAGGACGCGACGCCAACCGCCCACCCGCCCAACCTGCGCTGCGACG
TCTCCTGGTTCCAGAGCGCTAACATGGAGCGCCGCTTTTACGCGGCTGGCACGCCGGCCGTTTACCGCCCGCCCGAGCT
GCGCGTGTACTTCGAGGGCGGCGAGGCCGTCTGCGAGGCGCGCTGCGTCCCCGAGGGGCGCGTCTCCCTGCGCTGGAC
GGTGCGCGACGGCATCGCCCCGTCGCGCACTGAGCAGACCGGCGTCTGCGCCGAGCGGCCCGGGCTGGTAAACCTGCG
CGGCGTGCGCCTGCTTTCTACAACCGACGGGCCCGTCGACTACACCTGCACCGCCACTGGCTACCCGGCACCGCTGCCC
GAGTTCTCCGCGACCGCCACGTACGACGCCTCGCCCGGCCTAATC

Amostra B

ACGGCTACCCCGTGGAGGCTCGGCACGCGCGCGACGTCTTTACGGTCGACGACTCCGGGCTCTTTTCGCGCACGTCCGT
CCTCACGCTCGAGGACGCGACGCCAACCGCCCACCCGCCCAACCTGCGCTGCGAGGTTTCCTGGTTCCAGAGCGCCGAC
GTGGAGCGCCGCTTCGCCGCGGCTGCCACGCCGGCCGTCTACCGCCCGCCCGAGCTGCGCGTGTTCTTCGAGGGCGGC
GAGGCTGTCTGCGAGGCGCGCTGCGTCCCCGAGCGCGTCTCCCTGCGCTGGACGGTGCGCGACGGCGCCGCGCCCTCG
CGCACCGAGCAGAGCGGCGTCTGCGCTGAGCGGCCTGGGCTGGTGAACATGCGCGGCGTGCGCCTGCTCTCCGCGATA
GACGGGCCCGTCGACTACACCTGCACTGCCACCGGCTACCCGGCGCCGCTGCCCGAGTTCTCCGCGACCGCCACACACG
ACGCCTCGCCCAGCCTGATCG

FIGURA 5 — SEQUENCIA DE DNA DO GENE gC DAS AMOSTRAS ANALISADAS
FONTE: O autor (2012)

As sequéncias dos genes da gC das amostras investigadas, quando
comparandas aos nucleotideos dos BoHV-1 e BoHV-5 ja depositados no GenBank,
mostraram alto grau de identidade entre os dois herpesvirus analisados. A arvore
construida a partir destas sequencias mostrou a presenca de dois grupos: BoHV-1 e
subtipo 1.1 e outro contendo BoHV-5 (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — COMPARACAO DA SEQUENCIA DOS GENES DA gC.
FONTE: O Autor (2012)
NOTA: A comparacao foi realizada entre duas amostras de herpesvirus de bovinos
Isoladas no Estado do Parana, com outras cepas depositadas no genbank para o
BOHV-1 e BOHV-5. As amostras nominadas A e B estdo demonstradas na arvore como
+BoHV1 TRP A e ¢BoHV5_TRP B, respectivamente. A analise comparativa foi feita com
base na analise de neighbor-joining.

Os resultados da sequéncia de nucleotideos revelaram que a amostra A esta
relacionada a cepa de BoHV-1 de diferentes origens de sequéncias depositadas no
GenBank com homologia de 96,7% demonstrando maior identidade com a cepa
uruguaia UY2004 (GenBank 173732). Em relacdo ao subtipo 1.1 houve maior
homologia (94,1%) com a cepa americana COOPER (GenBank 173733)
(QUADRO 1).

Em relacdo a amostra B, a mesma se agrupou com cepas pertencentes ao
BoHV-5, apresentando homologia de 86,9% com a cepa americana P160-BRA/RJ
(GenBank 173727) isolada no Rio de Janeiro (QUADRO 1).
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Cepa NUmero de acesso (DQ) — Pais - Ref. Amostra A Amostra B
184913 LA - USA - Madin et al., 1956 90,6 79,7
173724 LAM- HOL - van Engelenburg et al., 91,9 85,9
BoHV-1-1.1 | 1994
173736 T3 - URU - FVURU ? 89,1 81,1
173733 COOPER - USA - Madin et al., 1956 94,1 89,6
173735 UY1999 - URU - Alonzo et al., 2002 91,1 88,1
173728 PG2560 - BRA /RS — IPVDF ° 90,1 85,6
173717 EVI123 - BRA/RS - Souza et al., 2002 92,6 83,0
173723 PG1779 - BRA /RS — IPVDF ° 95,7 85,2
BoHV-1 17173732 UY2004 - URU — FVURU * 96,7 84,3
173718 SV265 - BRA — UFSM ° 95,6 82,5
173739 EVI14 - BRA/RS - Souza et al., 2002 93,6 80,4
173727 P160 - BRA/RJ - Souza et al., 2002 86,9 92,2
173721 V175 - BRA - Esmeraldino, 1996 85,6 88,4
173725 1S0O87 - BRA/SP - Souza et al., 2002 88,2 90,3
173738 T2 - URU - FVURU 85,4 90,7
173742 AAO5 - BRA/MS - Souza et al., 2002 69,0 78,8
173729 RP - BRA/RS - Souza et al., 2002 86,0 88,2
173740 SV507 - BRA/RS - Delhon et al., 2003 84,4 87,2
BoHV-5 173734 EVI340 - BRA/MS - Souza et al., 2002 85,1 87,3
184912 EVI100 - BRA/RS - Souza et al., 2002 84,2 86,4
173719 A663 - ARG - Carrillo et al., 1983 84,3 86,5
173741 1S0O45 - BRA/MG - Souza et al., 2002 80,4 82,2
173720 EVI88 - BRA/RS - Souza et al., 2002 79,7 81,9
173737 TAIM - BRA/RS - Souza et al., 2002 83,6 85,8
173730 EVI99 - BRA/RS - Souza et al., 2002 83,7 85,9
173722 SV136 - BRA /RS - Souza et al., 2002 86,2 88,4
173726 N569 - AUS - Brake & Studdert, 1985 83,0 84,6
a- Faculdad del Veterinaria/ Universidad de La republica Del Uruguay.
b- Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, Brasil/RS.
c- Universidade Federal de Santa Maria, Brasil/RS.
Médias aritméticas de homologia
BoHV-1 BoHV-5
Amostras A XXX 83,5%
B 84,1% XXX

QUADRO 1 - HOMOLOGIA ENTRE ISOLADOS DE HERPESVIRUS BOVINO (AMOSTRAS A E B)
EM COMPARACAO COM SEQUENCIA DAS CEPAS DO VIRUS DEPOSITADAS NO GENBANK,
UTILIZANDO O PROGRAMA BLAST PARA ANALISE.
FONTE: O Autor (2012)
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4 DISCUSSAO

As infeccbes causadas pelos herpesvirus bovinos tipos 1 (BoHV-1) e 5
(BoHV-5) vém sendo descritas no Brasil e em outros paises da América do Sul,
América do Norte, Europa e India (ALFIERI et al., 1998; TAKIUCHI et al., 2001;
CLAUS et al., 2007; HOLZ et al., 2009; NANDI et al., 2009). Tais infec¢cées podem
estar associadas a doencas conhecidas como IBR, IPV/IPB, bem como abortos e
disturbios neurolégicos provocando perdas econdmicas tanto na bovinocultura
leiteira quanto na de corte (NANDI et al., 2009).

Apesar da similaridade entre os materiais genéticos do BoHV-1 e BoHV-5,
aproximadamente 18% do genoma corresponde a regibes nao conservadas que
explicam as diferencas moleculares e antigénicas (ROEHE et al., 1997; DELHON et
al., 2003). Uma dessas regides corresponde ao gene da glicoproteina C (gC) a qual
faz parte da estrutura do envelope, sendo responsavel pelas fun¢des de adsorcao e
fusdo durante a infeccdo (JONES et al., 2008). O alto grau de variabilidade da sua
regido N-terminal permite utiliza-la para a diferenciacdo das cepas de herpesvirus
popr meio de técnicas moleculares (ESTEVES et al., 2007). A analise de restricdo
enzimatica (REA) é uma das ferramentas que tem sido empregada para
diferenciacao de tipos e subtipos de herpesvirus bovino (D’ARCE et al., 2002).

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de PCR e REA para a analise de
duas amostras (A e B) provenientes de bovinos com suspeita de infec¢des pelo
herpesvirus. A técnica de PCR permitiu a amplificacdo dos fragmentos alvo
revelando bandas com tamanhos que se situaram em torno de 572 a 575 pb para as
amostras A e B, respectivamente. Esteves et al. (2008) amplificaram os genes da
glicoproteina C do BoHV-1 e BoHV-5 de 23 cepas sul americanas e obtiveram
bandas em torno de 388 a 567 pb revelando um alto grau de identidade entre as
cepas analisadas. Em relacdo a REA, utilizando a enzima Bgll, a amostra A nao foi
clivada, portanto manteve o fragmento de 575 pb, o qual mostrou-se compativel com
0o BoHV-1. A amostra B foi clivada em dois fragmentos de 333 pb e 239 pb,
correspondendo ao BoHV-5. Tais padrdes demonstraram que a REA permitiu a
diferenciagdo de ambas das amostras A e B. D’Arce et al. (2002) investigaram 12
isolados brasileiros e trés cepas de referéncia de herpesvirus bovino por meio da

técnica de REA empregando BamHI, BstEIll, EcoRl, Hindlll e Pstl. Todas as enzimas
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tiveram a capacidade de diferenciar o BoHV-1 do BoHV-5. No entranto, os subtipos
nao foram identificados pelas enzimas BamHI, EcoRI e Pstl. Além disso, os autores
verificaram que a BstEll foi a Unica enzima capaz de distinguir os subtipos do
BoHV-5.

Em relacdo ao sequenciamento parcial de uma regido conservada do gene da
gC do BoHV-1 e BoHV-5 foram obtidos fragmentos cujos tamanhos variaram 426 a
572 nucleotideos e 410 a 575 nucleotideos para as amostras A e B,
respectivamente. Ao analisar uma regido parcialmente sequenciada da gC de cepas
de BoHV-1 e BoHV-5, Esteves et al.(2008) obtiveram tamanhos que variaram entre
388 a 565 nucleotideos. Tais discrepancias de resultados podem estar relacionadas
a origem geografica das cepas investigadas neste estudo.

A andlise filogenética baseada na sequéncia de nucleotideos dos genes da
gC da amostra A mostrou ser compativel com tipo BoHV-1 e subtipo BoHV-1.1
apresentando, respectivamente, similaridade com a cepa uruguaia UY2004 (96,7%)
e com a cepa americana COOPER (94,1%). Com relacdo & amostra B houve maior
homologia com a cepa americana P160BRA/RJ, isolada no Brasil, apresentando um
indice de 92,2% compativel com o tipo BoHV-5. No Rio Grande do Sul, Esteves et
al. (2008), ao investigarem 28 cepas de herpesvirus e verificaram que 12 delas
pertenceram ao BoHV-1 e a dois diferentes clusters: um relacionado ao BoHV-1. 1 e
0 outro ao BoHV-1.2. Entre as cepas de BoHV-5, de origem sul americana estas
estiveram mais estreitamente relacionadas a cepa australiana N569.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, empregando técnicas
moleculares, foi possivel identificar as amostras como BoHV-1, pertencente ao
subtipo 1.1, e BoHV-5. No entanto, a escassez de dados referentes ao isolamento e
caracterizacdo das cepas provenientes do Estado do Parana, revela a necessidade
de uma maior preocupacdo com a real prevaléncia destas infeccées nos rebanhos

bovinos.
5 CONCLUSAO
A amostra A, isolada de caso clinico de aborto, foi caracterizada por

PCR/REA e sequenciamento demonstrando compatibilidade com a cepa BoHV-1 do

subtipo 1.1.
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A amostra B, isolada de cérebro bovino com distdrbios neuroldgicos, foi
caracterizada por PCR/REA e sequenciamento demonstrando compatibilidade com
a cepa BoHV-5. As cepas foram identificadas e armazenadas como
BoHV/BR/79/MEAT e BoHV/BR/79/MEBT.
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RESUMO

Cepas de herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) tém sido associadas a quadros de
meningoencefalite, principalmente em animais jovens. Nestes casos € importante
gue se estabeleca o diagndstico diferencial com quaisquer apresentacdes clinicas
neurolégicas infecciosas. O objetivo deste trabalho é produzir anticorpos
monoclonais (AcMc) para a caracterizacdo de uma cepa de BoHV-5, isolada de
encéfalo, empregando o teste de imunoperoxidase (IPX). 61 hibridomas foram
obtidos ap6s cinco fusdes, dos quais apenas dois (8E11 e 3B2) reagiram com a
cepa BoHV-5 investigada. Para confirmar este resultado também se utilizou o AcMc
conhecido como 3B12 obtendo-se a mesma resposta. No entanto, ndo houve
reatividade quando esta foi submetida aos AcMc anti-BoHV-1 (2G5). Portanto, 0s
AcMc anti-BoHV-5 produzidos representam potenciais insumos para producao de

testes diandsticos por IPX.

Palavras chave: anticorpos monoclonais, herpesvirus bovino 5, meningoencefalite,

imunoperoxidase.
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1 INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) pertence a Ordem Herpesvirales,
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus
(ROIZMANN & PELLET, 2007; DAVISON et al., 2009 ). Estudos epidemiol6gicos
tém mostrado que este agente infeccioso tem maior prevaléncia na América do Sul
(CARRILLO et al., 1983; SANCHES et al., 2000; GOMES et al., 2002). No Brasil, as
infeccBes causadas por este virus ja foram detectadas nos estados do Rio Grande
do Sul, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Pard e Sdo Paulo (SANCHES et al.,
2000; COLODEL et al., 2002; DE PAULA et al., 2005; RIET-CORREA et al, 2006;
AQUINO NETO et al, 2009). A principal doenca associada ao BoHV-5 é a
meningoencefalite que acomete mais comumente animais com até 8 meses de
idade (RISSI et al., 2007). No entanto, tais afec¢cdes também podem ser associadas
ao BoHV-1, induzindo rea¢des cruzadas nos testes sorologicos de rotina devido a
homologia antigénica entre eles (FURUOKA et al., 1995; ELY et al., 1996; SOUZA et
al.,, 2002, ESTEVES, 2007). Na tentativa de evitar tais reacdes, anticorpos
monoclonais (AcMc) tém sido utilizados como insumos para o desenvolvimento de
testes soroldgicos por serem altamente especificos ao epitopo alvo (MILSTEIN,
1984; D’ARCE et al., 2002; SA E SILVA et al., 2007). O objetivo deste estudo é
produzir anticorpos monoclonais para identificar o BoHV-5 pela técnica de

imunoperoxidase.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ORIGEM DAS AMOSTRAS DE VIiRUS

A amostra de BoHV-5 foi isolada a partir de encéfalo de um caso de distarbio
neurolégico em bovino (suspeito de raiva) de uma propriedade rural no Estado do
Parana e foi gentilmente cedida pelo Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti (CDME)
ao Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR).
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2.2 CULTIVO DO VIRUS E PREPARACAO DO ANTIGENO USADO PARA
PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS (AcMc)

Primeiramente foi realizado o cultivo primario de células de Traqueia de Feto
Bovino (Traqg. FB) as quais foram cultivadas em monocamada, em garrafas T25. O
meio de cultivo usado foi 0 199/HAM F10 (ANEXO | - 1) contendo 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e antimicrobianos (penicilina 50.000 Ul/mL, estreptomicina 50.000
Ul/mL e anfotericina B 1,25 pg/mL). Visando o escalonamento da quantidade celular
foram realizados repiques para garrafas T75, T150 e depois para garrafas roller de
850 cm®.

A cepa de BoHV-5 foi utilizada para infeccdo das células de Tragq. FB e
verificacdo de efeito citopatico. O meio usado foi o 199/HAM F10 (ANEXO | - 1)
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e antimicrobianos (penicilina 50.000
Ul/mL, estreptomicina 50.000 Ul/mL e anfotericina B 1,25 ug/mL) em garrafas T25,
T75, T150 e roller. As garrafas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO»
durante cinco dias (THEODORIDIS, 1985).

Apés observacdo do efeito citopatico, o sobrenadante foi coletado e a
amostra centrifugada a 3.700 xg por 15 minutos a 4°C visando a clarificacao.

Para obtencdo do virus semipurificado foi realizada centrifugacdo em
gradiente de sacarose 30% (ANEXO | — 5) a 24.400 xg durante 60 minutos em
ultracentrifuga.

As titulagbes do BoHV-5 e do conjugado (Sigma-Aldrish) anti-lgG Bovino
foram realizadas pela técnica de ensaio imunoenzimético indireto (ELISA), obtendo-
se 10’ e 3.200, respectivamente.

2.3 PRODUCAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

2.3.1 Camundongos

Para as imunizagbes foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c,

specific patogen free (SPF).

2.3.2 Protocolo de imunizacfes dos camundongos
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Dez camundongos foram imunizados, via intraperitoneal, em trés etapas:
primeira dose com uma solugdo contendo 50 pL de particula viral e 50 pyL de
adjuvante de Freund completo. As outras duas doses subsequentes foram
administradas com as mesmas concentracdes, no entanto com adjuvante de Freund
incompleto em volume final de 100 pL. A emulsdo (antigeno mais adjuvante) foi
homogeneizada até ndo haver mais formacédo de goticulas de 4gua. As doses foram
realizadas com intervalos de 21 dias.

Ao término das imunizag@es, foi coletado o sangue total de um camundongo
para obtencdo de soro positivo a ser usado na avaliacdo da imunidade humoral em
teste de ELISA indireto (GOHAN et al., 2004). Todos os camundongos foram
mantidos em observagéo durante o cumprimento do protocolo de imunizagdes.

Os animais foram sacrificados por deslocamento da coluna vertebral
(aprovado previamente pelo comité de ética do TECPAR — ANEXO llI). O baco foi
extraido por processo cirirgico e colocado em placa de Petri com meio de cultivo
para células 199/HAM F10 (ANEXO | - 1). A seguir, o baco foi cortado com bisturi e
macerado com pistilo ambos estéreis para liberacao dos linfécitos B os quais foram
transferidos para um tubo de centrifuga e deixados em repouso por dois minutos
para separacao dos debris maiores. O sobrenadante obtido foi centrifugado a 800 xg
a 4°C por 10 minutos. O precipitado foi ressuspenso em meio de cultivo para células
(ANEXO | - 1) e a contagem foi realizada em camara de Neubauer, obtendo-se uma
quantidade de 108 por mL (PENHA et al., 2010).

2.3.3 Fusao

Uma suspensdo de 108/mL de linfécitos B foi adicionada a uma suspenséo
contendo 107/mL de células SP20-ag14, previamente cultivadas em meio de cultivo
RPMI (ANEXO I - 26) com 8-azaguanina mantendo uma propor¢ao de 10:1.

A suspenséo linfécito-mieloma foi centrifugada a 3.700 xg por 10 minutos. O
precipitado foi dissolvido por homogeneizacdo suave e foi adicionado um mL do
PEG 6000 (ANEXO I - 27), agitando com movimentos leves e suaves por um minuto.
Em seguida, foi adicionado um mL do meio de cultivo RPMI (ANEXO 1| - 26), sob
agitacao leve por mais um minuto; apés mais dois mL de meio de cultivo RPMI
(ANEXO | - 26) foram adicionados, sob agitacdo, por mais dois minutos. Outra

adicao de sete mL de meio de cultivo RPMI (ANEXO I - 26) foi realizada agitando-se
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suavemente por mais dois minutos obtendo-se assim 10 mL aos quais, finalmente,
foram acrescentados mais 10 mL de meio de cultivo RPMI (ANEXO | - 26)
totalizando 20 mL. Esta suspensao de células fusionadas foi centrifugada a 800 xg
durante dez minutos e ressuspenso com meio de cultivo de células RPMI (ANEXO | -
26), enriguecido com meio de cultivo HAT (ANEXO | - 29) e 100 pL foram
distribuidos em cada poco das dez placas de cultivo de células de fundo plano com
96 pocos. Este procedimento se repetiu em cada uma das cinco fusdes realizadas,
obtendo-se 50 placas.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, e foram
observadas diariamente em microscépio invertido. Apos o quinto dia, 50% do meio
de cultivo foi renovado até que fossem observadas as primeiras colbnias de
hibridomas e, a partir deste estagio, o meio de cultivo foi subtituido por RPMI
enriquecido com meio HT (ANEXO | - 30). Em seguida, a troca de meios de cultivo
foi realizada a cada 48 horas até o preenchimento de 80% do po¢o com as células
de hibridomas e novamente o meio de cultivo foi substituido por RPMI (ANEXO | -
24) até a coleta para testes de imunoperoxidase (IPX).

Dez dias depois da fusdo, foram observadas as primeiras colbénias de
hibridomas e apds todas as fusBes completas obteve-se um total de 61 colonias de
hibridomas (PENHA, 2007). Estas col6nias foram ampliadas e os sobrenadantes
testados pela técnica de imunoperoxidase frente ao antigeno BoHV-5, utilizando-se
como referéncia os AcMc anti-BoHV-5 2G5 e 3B12 previamente cedidos pelo IPVDF
(ROEHE et al.,1997).

2.4 IMUNOPEROXIDASE (IPX) DAS COLONIAS DE HIBRIDOMA

Os procedimentos para o teste de imunoperoxidase foram realizados segundo
Souza et al. (2002). Em sintese, o cultivo das células MDBK foi tripsinizado (ANEXO
| - 14), ressuspenso em PBS pH 7,2 (ANEXO | - 21). A contagem celular foi realizada
em camara de Neubauer. Posteriormente, o restante das células foi ressuspenso em
meio de cultivo 199/HAM F10 (ANEXO | - 1) enriquecido com 10% de SFB e
antimicrobianos (penicilina 50.000 Ul/mL, estreptomicina 50.000 Ul/mL e anfotericina
B 1,25 pug/mL). Uma suspensdo contendo 2,5 X10* células/mL foi produzida para
sensibilizacdo das placas de cultivo de células de fundo chato com 96 pocos. Em

cada poco foram adicionados 100 pL da suspensédo. Vinte e quatro horas apos,
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estas placas foram infectadas com BoHV-5 diluido a 10° em tamp&o de bloqueio
(ANEXO | - 32). Foram adicionados 100 pL desta suspensao em cada poco.

Como controle negativo e crescimento celular uma coluna foi mantida com
oito pocos (coluna 12A a 12H) sem inoculagéo viral.

As placas foram incubadas a 37°C por 90 minutos em estufa com 5% de CO..
O inéculo foi removido e foram acrescentados 100 pL de meio de crescimento HAM
F10/199 (ANEXO | — 1) com 10% de SFB e antimicrobianos (penicilina 50.000
Ul/mL, estreptomicina 50.000 UlI/mL e anfotericina B 1,25 ug/mL) e novamente as
placas foram incubadas a 37°C durante aproximadamente 16 horas. Em seguida, o
meio de cultivo foi descartado e as placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de
PBS (ANEXO | - 21) por pogo. As monocamadas infectadas foram fixadas com
solugdo de acetona 20% (ANEXO | - 34) e incubadas por 30 minutos em
temperatura ambiente. A solucédo de acetona foi descartada e as placas foram secas
a mesma temperatura.

Para testar a reatividade dos AcMc foram realizados testes em duplicata com
0 sobrenadante de cada hibridoma. Em cada poco foram adicionados 100 pL do
sobrenadante de cada hibridoma. Como controles positivos foram adicionados 100
puL de cada anticorpo monoclonal 2G5 anti-BoHV-1 e 3B12 anti-BoHV-5. Como
controle negativo foi adicionado soro de camundongo nao imunizado com BoHV-5. A
placa foi incubada por 90 minutos em estufa a 37°C.

O conjugado anti-mouse lgG-Peroxidase (Sigma) foi diluido a 1:3.200 em
tampéao de bloqueio (ANEXO | - 32) e adicionado 100 pL por poco. As placas foram
incubadas por 60 minutos em estufa a 37°C. O conjugado foi removido com trés
lavagens contendo 100 pL por poco de tampéo de lavagem TBS 0,3% (ANEXO | -
36). A revelacao foi realizada de acordo com Caixeta (2008). Com a adicdo de 100
pL por pogo do substrato carbozale 4% (ANEXO | — 55) que confere uma coloragao
vermelha ao complexo antigeno-anticorpo especifico nas células infectadas pelo
virus.

No momento da leitura foram adicionados 50 uL de PBS por poco (ANEXO | —
21). As placas foram lidas em microscopio invertido.

O Fluxograma das etapas descritas nos itens 2.3 a 2.4 esta demonstrado no
material e métodos (ANEXO II).
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3 RESULTADOS

3.1 CULTIVO DE CELULAS DE TRAQUEIA DE FETO BOVINO (TRAQ. FB) E
INFECCAO POR E BoHV-5

As células de traqueia de feto bovino (Traq. FB) cresceram adequadamente

em 24 horas formando a monocamada fechada (FIGURA 7).

FIGURA 7 - CULTIVO DE CELULAS DE TRAQ. FB EM MONOCAMADA
FONTE: O Autor (2012)

Nas células infectadas com a cepa de BoHV-5 analisada o efeito citopético foi
verificado apds cinco dias (FIGURA 8).

FIGURA 8 - EFEITO CITOPATICO CAUSADO PELO BoHV-5 EM CULTIVO DE
CELULA TRAQ. FB
FONTE: O Autor (2012)
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3.2 PRODUCAO DO HIBRIDOMA

Apos 10 dias foram obtidas, de cada uma das cinco fusfes, 61 colonias de
hibridomas as quais foram ampliadas (FIGURA 9).

FIGURA 9 - COLONIAS DE HIBRIDOMAS APOS 10 DIAS DE CULTIVO
FONTE: O autor (2012)

Quinze dias apés a fusao foram observados os primeiros hibridomas
completando o poco (FIGURA 10).

FIGURA 10 - COLONIA DE HIBRIDOMAS APOS 15 DIAS DE CULTIVO
FONTE: O autor (2012)
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3.3 IMUNOPEROXIDASE

Para comprovacgéao da reatividade dos anticorpos monoclonais obtidos, células
Trag. FB foram cultivadas e infectadas com o BoHV-5.

Dos 61 hibridomas produtores de AcMc anti-BoHV-5 obtidos dois
responderam positivamente frente ao BoHV-5 e foram denominados 8E11 e 3B2.

A ligacdo dos AcMc produzidos pelos hibridomas 8E11 e 3B2 foi revelada

pela peroxidase apresentando coloracdo avermelhada (FIGURA 11).

Reacao antigeno/AcMc
(hibridoma 8E11)
Coloracao avermelhada

FIGURA 11 — REA(;AO DE IMUNOPEROXIDASE DO AcMc (HIBRIDOMA 8E11) EM CULTIVO DE
CELULAS TRAQ. FB INFECTADAS COM BOHV-5
FONTE: O Autor (2012)

Como controle positivo foi utilizado o hibridoma 3B12 anti-BoHV-5 (FIGURA
12). Como controle negativo foi utilizado um cultivo de células infectadas com
BoHV-1 néo reativo com os AcMc produzidos pelo hibridomas 8E11 e 3B2 o qual se
manteve com a coloracdo normal da célula infectada, mostrando apenas o efeito

citopatico.
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Reacéo antigeno/AcMc
(hibridoma 3B12)
Coloracéo avermelhada

FIGURA 12 - REACAO DE IMUNOPEROXIDASE DO AcMc (HIBRIDOMA 3B12) EM
CULTIVO DE CELULAS TRAQ. FB INFECTADAS COM BOHV-5
FONTE: O Autor (2012)

4 DISCUSSAO

Entre os agentes infecciosos causadores de neuropatias em bovinos o
herpesvirus tipo 5 (BoHV-5) tem sido isolado em rebanhos de varios estados
brasileiros (RIET-CORREA et al., 2006; AQUINO NETO et al., 2009). No Rio Grande
do Sul, Sanches et al. (2000) verificaram que este patdgeno foi a segunda principal
causa de disturbios nervosos entre 305 encéfalos analisados.

Testes soroldgicos imunoenzimaticos e de soroneutralizacdo tém sido
utilizados para a deteccdo de animais infectados (TEIXEIRA et al., 1998; HOLZ et
al., 2009; BAUERMANN et al., 2010). No Brasil, at¢ o0 momento, ndo ha producao
comercial de insumos para realizacao de tais técnicas. No entanto, a producéo de
antigenos para estes fins tem sido realizada de forma restrita as pesquisas no
ambito académico dificultando sua utilizacdo para o diagndéstico executado por
técnicos e profissionais da area.

O presente estudo foi realizado com o objetivo de produzir AcMc anti-BoHV-5
como insumos para testes sorolégicos empregando a técnica de imunoperoxidase
(IPX).

Nas células Traq. FB infectadas com a cepa de BoHV-5 analisada o efeito
citopatico foi verificado apds cinco dias. Em seguida, os camundongos foram
sensibilizados com tal cepa para a producdo de linfécitos B, os quais foram
fusionados com mielomas SP20-Ag14, para obtencéo dos hibridomas produtores de
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AcMc. No total, apds cinco fus@es, foram obtidas 61 colonias de hibridomas das
quais apenas duas responderam positivamente ao BoHV-5 sendo denominadas
8E11 e 3B2. No entanto, ndo houve reatividade frente ao AcMc 2G5 anti-BoHV-1.
Apesar da ndo definicdo do epitopo proteico viral para o qual os AcMc foram
direcionados, foi possivel a diferenciacédo entre o BoHV-1 e BoHV-5.

No Rio Grande do Sul, Souza et al. (2002) caracterizaram 26 cepas de BoHV-
5 frente a um painel de dez AcMc anti-BoHV-5 (BD10, 2B6, 2C3, 2C5, 3A2, 3B12,
3D11, 6A2, 3D2 e 5E2) e quatro AcMc anti-BoHv-1 (2G5, 5A5, 7F12 e 11H6). Os
autores obtiveram o0s seguintes padrdes de reatividade a IPX: todas as amostras
analisadas foram reativas frente ao primeiro painel, no entanto, as mesmas foram
responsivas a apenas ao 2G5 do segundo painel. Interessante observar que, ao
contrario dos resultados acima citados, a cepa de BoHV-5 investigada neste estudo
nao apresentou reatividade frente ao AcMc 2G5 anti-BoHV-1, ou seja, pode-se inferir
gue para as cepas de BoHV-5 isoladas de casos de meningoencefalite no estado do
Parana, tais hibridomas (2G5 anti-BoHV-1) sejam importantes para uma precisa
diferenciacdo entre estes dois tipos virais. Para confirmacdo desta hipotese é
necessario que um maior numero de amostras, de diferentes rebanhos, seja
analisada.

D’Arce et al. (2002) investigaram o perfil antigénico de 14 herpesvirus bovino,
sendo quatro de BoHV-1 e o restante de BoHV-5, frente a um painel de AcMc por
IPX. Trés AcMc anti-BoHV-1 foram capazes de diferenciar estes dois tipos de
herpesvirus reagindo apenas com o BoHV-1, enquanto que cinco diferentes AcMc
reconheceram epitopos comuns entre ambos os tipos de herpesvuris 1 e 5.

A reatividade dos AcMc produzidos também foi avaliada por teste
imunoenzimatico indireto (dados ndo publicados) sob as mesmas condicdes
estabelecidas na técnica de IPX, obtendo-se resultados negativos. A explicacao
deste fato pode estar relacionada a apresentagdo linear dos antigenos virais a qual
ocorre de maneira conformacional no teste de IPX, permitindo a exposicdo dos
epitopos-alvo.

Os resultados deste estudo demonstram que os AcMc representam um
grande potencial como insumos para a caracterizacao e diferenciacdo do BoHV-1 e
BoHV-5.
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5 CONCLUSAO

Apés cinco fusdes foram obtidos 61 hibridomas produtores de AcMc dos quais
apenas dois foram reativos frente ao BoHV-5 utilizando teste de IPX. No entanto, a
cepa investigada nd&o mostrou reatividade quando submetida a um AcMc
anti-BoHV-1.
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RESUMO

As infec¢des pelo BoHV-1 tém sido detectadas no territorio nacional principalmente
em rebanhos leiteiros. Com 0 objetivo de contribuir com a produgé&o de insumos de
diagnéstico especifico para o BoHV-1, um plasmideo recombinante foi produzido
para sintese da proteina gG126 do envelope viral. A partir dos primers desenhados,
o fragmento génico US4 da glicoporteina foi amplificado e clonado em plasmideo
utilizando o vetor pET 28b+ o qual foi expresso em E. coli. A atividade da proteina
produzida foi testada frente a soros bovinos positivos, hiperimunes e negativos
contra BoHV-1. Soros hiperimune e AcMc anti-BoHV-5 também foram testados. A
proteina recombinante mostrou reatividade frente aos soros bovinos positivos e
hiperimune anti-BoHV-1, bem como ao soro hiperimune anti-BoHV-5. No entanto,
nao foi reconhecida quando submetida a soro anti-BoHV-1 negativo e anticorpos
monoclonais anti-BoHV-5. Os resultados obtidos sugerem que a proteina
recombinate gG126 podera ser utilizada como insumo em kits diagnostico, mas

estudos adicionais sdo necessérios para verificar a imunogenicidade de tal antigeno.

Palavras Chave: BoHV-1, proteina recombinante, IBR, western blotting, plasmideo.
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1 INTRODUCAO

Entre os agentes infecciosos virais, o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)
representa uma das principais causas de doencas respiratorias, genitais,
conjuntivais e neurolégicas. No entanto, a maioria dos animais infectados apresenta
a forma latente sem sinais clinicos (NANDI et al., 2009).

O diagndstico laboratorial das infeccbes por este tipo viral pode ser realizado
de maneira indireta por meio de testes soroldgicos, sendo a soroneutralizacdo (SN)
considerada o método padrao (OIE, 2002). No Brasil, levantamentos sorolégicos tém
revelado uma ampla disseminagdo do BoHV-1, tanto em rebanhos de corte como
de leite. No Rio Grande do Sul foram descritas taxas de soropositividade de 81,7% e
71,3% nos anos de 1989 e 1995, respectivamente (RAVAZZOLO et al.,1989; VIDOR
et al.,, 1995). Em 2009, Holz et al. analisaram 2200 soros provenientes de 390
propriedades distribuidas em 158 municipios deste estado. Apenas 47 (0,18%)
amostras foram sororreagentes para o BoHV-1.

A SN depende da existéncia de um estoque de virus e de cultivos celulares
primarios, secundarios ou de linhagem (HOLZ et al., 2009; NANDI et al., 2009).
Técnicas de DNA recombinante, especialmente empregando cepas de Escherichia
coli (E. coli), tém sido utilizadas para a expressdo de proteinas virais visando a
producdo de insumos para o desenvolvimento de kits de diagndéstico, antigenos
vacinais, entre outros (SCHUMANN & FERREIRA, 2004; DONOFRIO et al., 2006). O
BoHV-1 possui 10 glicoproteinas em seu envelope, das quais a glicoproteina G (gG)
€ responsavel pela transmissdo de célula a célula durante a infeccdo viral
(NAKAMICHI, 2002).

O objetivo do presente trabalho foi a construcdo e a producdo de uma
proteina recombinante a partir do gene US4 da glicoporteina gG do BoHV-1 como

insumo para kits de diagnostico soroldgico
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTIVO DE VIiRUS E PREPARACAO DO ANTIGENO

Primeiramente foi realizado o cultivo primario de células de Traqueia de Feto
Bovino (Traqg. FB), as quais foram cultivadas em monocamada, em garrafas T25. O
meio de cultivo usado foi o0 199/HAM F10 (ANEXO I - 1) contendo 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e antimicrobianos (penicilina 50.000 Ul/mL, estreptomicina 50.000
Ul/mL e anfotericina B 1,25 pg/mL). Visando o escalonamento da quantidade celular
foram realizados repiques para garrafas T75, T150 e depois para garrafas roller de
850 cm®.

A cepa de BoHV-1 foi utilizada para infeccdo das células Trag. FB e
verificacdo de efeito citopatico. O meio usado foi o 199/HAM F10 (ANEXO | - 1)
contendo 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e antimicrobianos (penicilina 50.000
Ul/mL, estreptomicina 50.000 Ul/mL e anfotericina B 1,25 pg/mL) em garrafas T25,
T75, T150 e roller. As garrafas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO,
durante cinco dias (THEODORIDIS, 1985).

Apés observacdo do efeito citopatico, o sobrenadante foi coletado e a
amostra centrifugada a 3.700 xg por 15 minutos a 4°C, visando a clarificacao.

Para obtencdo do virus semipurificado foi realizada centrifugacdo em
gradiente de sacarose 30% (ANEXO | — 5) a 24.400 xg durante 60 minutos em
ultracentrifuga.

As titulagbes do BoHV-5 e do conjugado (Sigma-Aldrish) anti-lgG Bovino
foram realizadas pela técnica de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), obtendo-

se 10’ e 3.200, respectivamente.

2.2 EXTRACAO DE DNA E CLONAGEM POR PCR

O DNA da amostra foi extraido utilizando o kit Bioscience AxyPrep DNA/RNA
viral Miniprep (Axygen), conforme instru¢des do fabricante.

Os kits GFX (GE Healthcare) e Qubit dsDNA HS Assay (Invitrogen) foram
utilizados, respectivamente, para a purificacdo de bandas do gel de agarose e

quantificacdo do DNA extraido.
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2.3 DESENVOLVIMENTO DE UM ANTIGENO RECOMBINANTE PARA O
DIAGNOSTICO DA RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA (IBR)

Os dados do genoma do BoHV-1 foram obtidos em banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), nimero 045369.1, cepa K22
com 140.000 pb.

A escolha da regido a ser clonada foi feita com base no parametro de uso de
uma regido conservada do genoma do BoHV-1 correspondente a glicoproteina G126
(gG126), localizada entre os nucleotideos 117337 a 118671 do genoma. A partir
destas informacdes foram desenhados os oligonucleotideos iniciadores (primers)
para a clonagem por PCR cujas sequéncias foram: F (1) - ATGCCTGCCGC
CCGGACCGGC-3e0R(2)5GACGCTGAGCATCGGCTCGTA
C G-3’ contendo 1334 pb. Utilizou-se 1 yL da enzima Pfu para evitar erros de
amplificacdo garantindo a fidelidade da copia amplificada. Os seguintes ciclos foram
usados: um inicial a 95°C por um minuto, 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por um
minuto cada, anelamento a 58°C por um minuto e dois ciclos de extensdo, um a
72°C por um minuto e uma extensao final a 72°C por sete minutos.

O produto amplificado foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1%
(ANEXO 1 - 8). A banda obtida no gel foi recortada e purificada com kit GFX (GE
Healthcare) seguindo o protocolo do fabricante para purificagéo.

A banda amplificada foi usada como molde para a segunda PCR em dois
tempos visando facilitar a introdugdo de sitios de restricdo para clonagem
proporcionando a estabilidade das pontas soltas na fita de DNA.

A PCR em dois passos foi realizada com 1 pL da enzima Pfu e os seguintes
ciclos foram usados: um inicial a 92°C por um minuto, 35 ciclos de desnaturacdo a
92°C por um minuto cada, anelamento a 64°C por um minuto e dois ciclos de
extens&o, um a 72°C por um minuto, e uma extensao final a 72°C por sete minutos.

A regido amplificada da PCR em dois tempos também foi purificada com kit
GFX (GE Healthcare) e digerida com duas enzimas de restricdo, em reacao unica,
contendo: 1 puL da enzima NcOIl (CCATGGTG), 3 pL do tampéo-3 (10x), 1 uL enzima
NoTl (GCGGCCGC), 3,4 puL do tampé&o SH, 1 pL BSA, para estabilizacdo da enzima
de corte, 15 pL de DNA purificado do BoHV-1 e 9 pyL de agua purificada. A reagéo foi
incubada por duas horas a 37°C. O produto amplificado e digerido foi mantido a

-20°C até o uso.
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2.3 PRODUCAO DO INOCULO EM E. coli BL21 TOP 10’

De uma colénia semeada em agar LB (Luria-Bertani, Sigma-Aldrish) (ANEXO
| - 37) foi preparado o in6culo contendo a bactéria quimiocompetente E. coli BL21
TOP 10’ (Invitrogen, ref. C303003). Inoculou-se uma colénia em 5 mL caldo LB
(Luria-Bertani, Sigma-Aldrish) (ANEXO | - 38) em tubo de 50 mL contendo 50 mM de
canamicina. A incubacdo foi realizada a 37°C durante 16 horas a 200 xg de
agitacdo. No dia seguinte foi transferido 1 mL do inéculo para 100 mL de caldo LB
(ANEXO 1 - 38) em Erlenmeyer de 250 mL, incubado-se novamente seguindo a
mesma condi¢éo acima.

O cultivo foi retirado da estufa, colocado em banho de gelo durante dez
minutos e submetido a centrifugacao durante trés minutos a 6000 xg. O precipitado
foi colhido e ressuspenso em 10 mL de cloreto de calcio 0,1M (ANEXO | - 39) e
incubado novamente em banho de gelo durante 20 minutos. Quando retirado do
banho de gelo foi centrifugado nas mesmas condi¢gbes anteriores, descartando-se o
sobrenadante e ressuspendendo-se o precipitado em 5 mL da solucao de cloreto de
calcio 0,1M (ANEXO | - 39) com 15% de glicerol. Para armazenar, foram feitas
aliquotas de 300puL por microtubos e conservadas a -80°C.

Para a reacédo de ligacdo utilizaram-se 2,5 pL do produto amplificado por PCR
do fragmento génico de interesse, 1 pL da enzima ligase, 4 uL de plasmideo
pPET28b+ (Novagen), 4 uL do tampéo de diluicdo da enzima ligase e 8,5 uL de agua
purificada. A reagédo de ligacédo foi mantida a 4°C por aproximadamente 16 horas.
Apés este periodo, a reacdo foi submetida a eletroforese de gel de agarose 1%
(ANEXO | - 8) em tampéo TBE (ANEXO | - 9) para verificacdo da ligacao do inserto
no vetor a qual foi confirmada pela presenca da banda.

A selecéo do clone de interesse foi realizada com a adi¢ao de 2 pL do produto
ligado e semeado em caldo LB (ANEXO | - 38) contendo a bactéria
quimiocompetente E. coli BL21 TOP 10", onde ocorreu a inser¢cao do produto ligado
na bactéria de expresséo da gG126 recombinante. Tal banda foi purificada utilizando

o kit GFX (GE Healthcare) e a proteina quantificada em por espectrofotometria

2.4 CONTROLE DO INSERTO DE BoHV-1 NO PLASMIDEO

Apos a clonagem no plasmideo foram realizados dois testes para confirmacéo
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da insercdo. No primeiro teste foram utilizados 1 pg/uL da amostra, 1 yuL de cada
uma das enzimas NcOl e NoTI, 2 yL de tampao das enzimas, 2 puL de BSA e 8 uL de
agua purificada. No segundo teste foi repetido tal protocolo, no entanto foi utilizado
apenas 1 pL da enzima NcOI. As reacbes foram incubadas a 37°C durante 60
minutos. Para verificar a restricAo para separar o0 inserto do plasmideo e a
visualizac&o do inserto ligado a apenas um ponto deste foi realizada eletroforese em
gel de agarose 1% (ANEXO | - 8) com corrente de 70 mA durante duas horas,
corado em brometo de etidio 20% (ANEXO | - 12) por 15 minutos e revelado em

transiluminador.

2.5 TRANSFORMACAO DA CEPA E.coli BL21 TOP 10’ QUIMIOCOMPETENTE E
EXPRESSAO DO PLASMIDEO RECOMBINADO

Para realizar a transformacéo foram utilizados 2 pL do produto de ligacao
(BoHV-1/pET28b+) os quais foram inoculados em 50 pL da cultura com a cepa E.
coli quimiocompetente BL21 TOP 10’ a qual foi colocada durante 30 minutos em
banho de gelo. Apds, a mesma foi mantida por 30 segundos em banho-maria a 45°C
e novamente mais 30 minutos em banho de gelo. Tal procedimento visava o choque
térmico para a formacdo de poros na membrana bacteriana. Ao tubo contendo a
cultura com o clone foram adicionados 250 pl de meio SOC (ANEXO | - 3la) e
incubado a 37°C durante 14 horas, sob agitacdo de 200 xg. Para selecdo das
bactérias contendo o plasmideo insertado foram semeados 50 pL em placa
contendo agar LB (ANEXO | - 37) a qual foi incubada a 37°C por 14 horas.

Uma nova colbnia isolada foi inoculada em 10 mL de caldo LB (ANEXO I - 38)
e incubada a 37°C por 14 horas, sob agitacdo de 200 xg.

A técnica de Western Blotting foi empregada para avaliar a melhor
temperatura de cultivo para expressao mediante a utilizacdo de solucdes para lise
com Tris 50 mM ou SDS 0,1%, visando a melhor solug&o de solubilizagéo.

Uma nova suspensao foi preparada com 2 mL de in6éculo em 98 mL de caldo
LB (ANEXO | - 38) com 0,3 de absorbancia inicial, a qual foi incubada por
aproximadamente trés horas a 37°C sob agitacdo de 200 xg, até atingir 0,8 de
absorbancia. A avaliacdo da absorbancia foi verificada em espectrofotdmetro na
faixa de 600 nm, a cada trinta minutos nas duas primeiras horas, e a partir da

terceira hora, a cada dez minutos.
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Apos atingir a absorbancia de 0,8 foi adicionada uma solucdo de 80 mM de
IPTG (ANEXO | - 41), analogo da lactose, na concentracao final de 0,6 mM para 100
mL de caldo LB (ANEXO | - 38). A suspensdao ja induzida foi colocada novamente
em agitacdo durante trés horas a 37°C. Por diferenca aritmética foi calculado o
rendimento de biomassa do produto fermentado e centrifugado a 5000 xg durante
dez minutos a 4°C em frascos previamente pesados.

O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em 100 mL de
PBS (ANEXO | - 21). Para lavagem, o precipitado foi centrifugado novamente na
mesma condicdo, desprezando o0 sobrenadante. O precipitado foi pesado e
ressuspenso em 10 mL de tampéao de lise, adicionando-se 100 pL do inibidor de
protease na proporgdo de 1:100 e 10 pL de benzonase (DNAse) 1:10.000 sob
agitacao, durante trinta minutos a 4°C.

Foram realizados diferentes protocolos visando estabelecer as melhores
condicdes de temperatura e sonicacdo para a lise bacteriana, e de temperatura e
tampao de lise para a liberagcdo da proteina recombinante do corpo de inclusdo. De
cada amostra expressa foram utilizados 100 mg os quais foram solubilizados em 10
mL de ureia 8M (ANEXO | - 54). ou SDS 0,1% (ANEXO | - 58). (QUADRO 2).

Fracdo Volume . Tampao de lise Temperatura Sonicacao
Ressuspendido de Lise

A 0,2 Ml Uréia8 M 4°C 4 vezes/15 s
B 0,5mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 4°C 4 vezes/15 s
C 0,5mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C 4 vezes/15 s
D 0,2 mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C 4 vezes/15 s
E 0,2 mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 4°C 4 vezes/15 s
F 0,2 mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C Sem
G 0,5mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C Sem
H 0,2 mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 4°C Sem
I 0,5mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 4°C Sem
J 0,2 mL Tris 50 mM e SDS 0,1% 30°C Sem
K 0,2 mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C Sem
L 0,5mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C Sem
M 0,5 mL Tris 50 mM e SDS 0,1% 30°C Sem
N 0,2 mL Tris 50 mM e SDS 0,1% 30°C 4 vezes/15 s
O 0,2 mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C 4 vezes/15 s
P 0,5mL Tris 50 mM e Uréia 8 M 30°C 4 vezes/15 s
Q 0,5 mL Tris 50 mM e SDS 0,1% 30°C 4 vezes/15 s

QUADRO 2 — CONDICOES AVALIADAS DURANTE A ETAPA DE LISE E SONICACAO
FONTE: O autor (2012)

Apés avaliar as melhores condigbes para lise bacteriana e liberacdo da
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proteina recombinante do corpo de inclusdo, concluiu-se que o protocolo mais
adequado foi aquele obtido no item Q, em que a proteina foi ressuspensa em
solucdo SDS 0,1% (ANEXO | - 58), acrescida de 50 mM de tris a 30°C e sonicada 4

vezes por 15 segundos e 70% de poténcia com sonda de 2mm. (FIGURA 13).

SONICADO NAO SONICADO  SONICADO

148 kDa
98 kDa
64 kDa

proteina recombinante

50 kDa

36 kDa

22 kDa
16 kDa

FIGURA 13 — WESTERN BLOTTING DAS FRACOES DE SONICACAO DO CULTIVO DE E. coli
APOS EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE
FONTE: O autor (2012)
NOTA: A fracdo Q esta descritas no QUADRO 2

A suspensdao obtida pelo protocolo selecionado foi centrifugada a 15.000 xg a
4°C durante dez minutos para clarificacdo. Coletou-se o sobrenadante para controle
de perda do material e depois ressuspendeu-se o0 precipitado em PBS (ANEXO | -
21), repetindo-se o procedimento mais duas vezes.

O precipitado foi mantido a temperatura de -70°C até o uso. O material
descongelado foi ressuspenso e homogeneizado em vortex.

As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida 10% (ANEXO | - 45) e logo
apos transferidas para uma membrana de PVDF Immobilon 0,2 m x 3,75 m e filtro de
0,45 um (Millipore). A membrana e os filtros foram lavados trés vezes com tampéo
de transferéncia (ANEXO | - 49) em sistema de transferéncia Semi Dry Blotter-
Pierce, Thermo Scientific durante 25 minutos, conforme instru¢des do fabricante.

A membrana foi bloqueada com uma solugéo de bloqueio (ANEXO | — 32) em
TBS (ANEXO | - 36) durante 60 minutos, sob agitacdo, em camara escura e logo
apos lavada 3 vezes com TBS (ANEXO | - 36) durante 10 minutos cada vez.

Foi adicionado 1 pyL do anticorpo primario a-His diluido 1:1000 (Sigma) em
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tampéao de bloqueio (ANEXO | - 32) e a incubacao foi realizada durante 16 horas a
4°C, sob agitacdo em camara escura.

O material foi retirado da céamara fria e colocado por trinta minutos em
colocado em temperatura ambiente. O anticorpo priméario foi descartado e a
membrana lavada trés vezes em TBS (ANEXO | - 36) a cada dez minutos, em
camara escura e sob agitacao.

O anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (Sigma-Aldrish) diluido
1:3.200 em tampdo de bloqueio (ANEXO | - 32) foi adicionado e incubado
novamente durante uma hora em camara escura, em temperatura ambiente, sob
agitacao.

A membrana foi lavada novamente com TBS (ANEXO | - 36), conforme
descrito acima, e a revelagcdo foi realizada utilizando kit Plus Western Blotting
Detection System (Ref.RPN21320L/AK-Novagem), conforme orientacdo do
fabricante. O filme foi revelado em equipamento de raio X por quimioiluminescéncia.

A amostra Q também foi submetida a corrida em outro gel de acrilamida 10%
(ANEXO | - 45) e uma nova tranferéncia para membrana de PVDF revelada pela
técnica de Imunoblot. A membrana contendo a proteina recombinante foi retirada da
cuba de transferéncia, mapeada, recortada em tiras e colocadas em cuba com
canaletas separadas para Imunoblot. O bloqueio foi realizado com 5 mL de tampéao
de bloqueio (ANEXO 1 - 32) por 16 horas. A membrana foi lavada com tampéao de
lavagem TBS (ANEXO | - 36) por 3 vezes, com intervalos de cinco minutos cada vez.
Os soros utilizados foram diluidos em tampao de lavagem 1:50 e adicionados na
seguinte ordem: soro bovino positivo para BoHV-1; soro hiperimune para BoHV-1;
soro negativo, soro hiperimune BoHV-5; anticorpo monoclonal 3B2 anti-BoHV-5 e
anticorpo monoclonal 8E11 anti-BoHV-5. A incubacdo foi realizada durante 60
minutos a 37°C. As tiras foram novamente lavadas trés vezes, na mesma condi¢ao,
e 0 conjugado anti-lgG bovino peroxidase (Sigma-Aldrish) diluido 1:3.200 foi
adicionado em cada canaleta. Para os monoclonais foi utilizado o conjugado anti-lgG
mouse peroxidase (Sigma-Aldrish) diluido 1:3.200 em tamp&o de bloqueio (ANEXO |
- 17). As canaletas foram novamente incubadas durante 60 minutos a 37°C e depois
lavadas como descrito acima.

O substrato-cromogeno utilizado foi 4-Cloro-1-naftol (2 mg em 10 mL de
metanol) e a esta solucéo foram adicionados 60 mL de Tampao Tris 50 mM (ANEXO

| - 16) e 25 pL de peréxido de hidrogénio incubado por 15 minutos, em camara
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escura a 37°C. A reacao foi interrompida adicionando em cada canaleta o0 mesmo
volume de PBS (ANEXO | - 21).

2.6 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE POR CROMATOGRAFIA
DE AFINIDADE

A proteina expressa com His-Tag foi quantificada para a purificacdo em
coluna de alta resolucéo por afinidade com capacidade de 1 mL por minuto (His-Pur
Niquel/Cobalt Chromathography Cartridges) no equipamento de cromatografia FLPC
Akta purifer. A capacidade de retencdo da coluna era de 40 mg/mL da proteina
expressa e seguiu-se o protocolo sugerido pelo fornecedor: na primeira fase, 5 mL
do tampéao de equilibrio (ANEXO 1 - 50) foram passados durante cinco minutos; na
segunda fase, 1 mL da amostra foi injetada para ligagcdo na coluna e logo apos
foram passados 5 mL de tampéao de lavagem (ANEXO | - 50); na terceira fase, foram
utilizados 5 mL de tampao de eluicdo (ANEXO | - 51) para a retirada da proteina
ligada na coluna; finalmente, foram passados 5 mL do tampé&o de lavagem (ANEXO |
- 50) e, para preservacao da coluna, foram passados 5 mL de etanol 20% (ANEXO |
- 52) e a mesma foi acondicionada a 4°C.

A qualidade da proteina recombinante purificada foi comprovada em de gel de
Acrilamida 10% (ANEXO | - 45) corado com Comassie (ANEXO | - 42) e descorado
com solucédo descorante para Comassie (ANEXO | - 43) para a visualizacdo da
banda purificada.

O Fluxograma das etapas descritas nos itens 2.1 a 2.6 esta demonstrado no
material e métodos (ANEXO II).

3 RESULTADOS

Apébs a corrida eletroforética foram comprovados os tamanhos do fragmento
alvo amplificado pela PCR e do vetor obtendo-se 1.270 pb e 5.368 pb,
respectivamente, os quais foram utilizados para construcédo do plasmideo com 6.908
pb (FIGURA 14).
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plasmideo

v

vetor pET28b+ — 5000 pb
inserto —»
1 2 MM
FIGURA 14 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% MOSTRANDO A CONSTRUCAO DO

PLASMIDEO

FONTE: O autor (2012)

NOTA: 1 — Plasmideo clivado com enzimas de restricdo NcOIl e NoTI; 2 — Plasmideo
clivado com a enzima de restricdo NcOIl; MM - Marcador de massa molecular de 1 kb

A proteina recombinante produzida, ndo purificada, correspondente a gG
apresentou massa molecular de aproximadamente 50 Kda. Ao ser submetida frente
a soros bovinos comprovadamente positivo, hiperimune e negativos contra BoHV-1,
a proteina foi reativa apenas com os dois primeiros soros. Quando avaliada com
soro hiperimune anti-BoHV-5 e anticorpos monoclonais anti-BoHV-5 houve apenas
reatividade com o primeiro soro (FIGURA 15).

@ @
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FIGURA 15 — WESTERN BLOTTING EM MEMBRANA DE PVDF SENSIBILIZADA COM A
AMOSTRA SONICADA CONTENDO A PROTEINA RECOMBINANTE
FONTE: O Autor (2012)
NOTA: MM - Marcador de massa molecular See Blue (Sigma Aldrich).
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Apobs o processo de purificacdo e da corrida eletroforética, foi observada uma
banda de aproximadamente 50 kDa nas fracGes eluidas da coluna cromatografica

mostrando a presenca da proteina recombinante (FIGURA 16).

MM
o

!roteina recombinante
W «— 50kDa

A

L

FIGURA 16 — ANALISE ELETROFORETICA EM GEL DE POLIACRILAMIDA 10% MOSTRANDO
BANDAS DE APROXIMADAMENTE 50 kDa.
FONTE: O autor (2012)
NOTA: MM - Marcador de massa molecular see blue (4 a 250 kDa)

4 DISCUSSAO

No Brasil, levantamentos soroldgicos realizados em rebanhos de diferentes
regibes geograficas tém mostrado que o cenério das infec¢des pelo BoHV-1 revela
grandes preocupactes sanitarias (MEDICI et al,. 2000; SA E SILVA et al., 2007;
HOLZ et al., 2009; GATTI et al., 2010).

A biotecnologia vem se mostrando promissora ao empregar técnicas de
engenharia genética principalmente no desenvolvimento de imundgenos para a
prevencdo das infeccdes pelos herpesvirus bovinos. No entanto, poucas
contribuicbes tém sido feitas neste campo visando a producdo de antigenos como
insumos para o diagnéstico laboratorial (CHUNG & HSU, 1996; KAASHOEK et al.,
1998; DONOFRIO et al., 2006; JONES et al., 2008).

Schumann & Ferreira em 2004 mostraram que varios fatores podem interferir

na expressao das proteinas, como definicdo de vetores a serem utilizados,
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planejamento para otimizac&o do sistema de expressdo em E.coli com a variacdo de
varios parametros.

O plasmideo construido contendo com 6.908 pb e gene US4 da glicoproteina
gG126 do BoHV-1 visando a expressdo da proteina recombinante em E. coli. foi
confirmada apods a corrida eletroforética a qual revelou os tamanhos do inserto e do
vetor de 1.270 pb e 5.368 pb, respectivamente. Donofrio et al. (2006) investigaram a
possibilidade de utilizar o BoHV-4 como vetor para a expressédo da gD do BoHV-1
utilizando coelhos como modelo experimental. Titulos satisfatérios de anticorpos
neutralizantes contra a proteina analisada foram obtidos e auséncia desta atividade
neutralizante contra o vetor BoHV-4. Segundo os autores, o0 modelo apresentado
mostrou resultados encorajadores, no entanto sdo necessarios estudos de desafio in
vivo em bovinos com cepas patogénicas de BoHV-1 para confirmacgao destes dados.

No presente estudo a reatividade da proteina recombinante obtida foi
testada, por Werstern Blotting, frente a um banco de soros bovinos policlonais
positivo, hiperimune e negativo contra o BoHV-1. Esta atividade também foi testada
utilizando soros hiperimune policlonal e anticorpos monoclonais anti-BoHV-5. Como
esperado, a proteina recombinante foi reativa apenas com 0sS soros positivo e
hiperimune anti-BoHV-1. Quando avaliada com soro hiperimune anti-BoHV-5 e
anticorpos monoclonais anti-BoHV-5 houve apenas reatividade com o primeiro soro.
Neste caso, a provavel explicacdo para este achado refere-se a grande homologia
gendmica e antigénica entre ambos os tipos o que justifica tal reacdo (DELHON et
al., 2003). A auséncia de resposta frente aos anticorpos monoclonais pode ser
explicada pela alta especificidade dos hibridomas produtores de AcMc anti BoHV-5
que nao reconheceram 0s epitopos apresentados pela proteina recombinante
produzida neste estudo.

Em sintese, o plasmideo construido permitiu a producdo da proteina
recombinante gG126 do BoHV-1, a qual foi reconhecida antigénicamente por soros
policlonais anti-BoHV-1 e BoHV-5. No entanto, melhores padrées de purificacédo e
um maior numero de amostras de soros sdo necessarios garantir a fidedignidade de
futuros estudos visando a producdo de kits de diagndstico ou como potencial

imundégeno em vacinas para prevencao por BoHV-1.
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5 CONCLUSAO

A construcdo do plasmideo e a produc¢éo da proteina foram bem-sucedidas e
confirmadas por meio da corrida eletroforética.

A proteina recombinante mostrou reatividade frente aos soros bovinos
positivos e hiperimune anti-BoHV-1, bem como ao soro hiperimune anti-BoHV-5. No
entanto, ndo foi reconhecida quando submetida a soro anti-BoHV-1 negativo e

anticorpos monoclonais anti-BoHV-5.
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ANEXOS |

1. Meio de Crescimento de Células em Meio 199/HAM F10

Meio 199
HAM F10

Agua purificada

2. Solucgéo de sacarose 0,34 M
Sacarose

Agua purificada

3. Solucéo de precipitacéo etanol 70%
Etanol P.A

Agua purificada estéril

4. Acetato de sodio 3 M
Acetato de s6dio

Agua purificada estéril

5. Solugéo de sacarose 30%
Sacarose

Agua purificada g.s.p

6. Preparo de Primer com 15pmol
Primer

Agua purificada estéril

7. Preparo do DMSO
DMSO (Dimetylsulféxido)

Agua purificada estéril

8. Gel de agarose 1%
Agarose ultrapura
Tampéao TBE

71

10,6 g
9,89
1000 mL

11,6 g
100 mL

70 mL
30 mL

24,60 g
100 mL

3049
100 mL

7,5 UL
42,5 mL

1,5mL
15 mL

0,39
30 mL



9. Solucdo Tampéao TBE

Tris 10 mM

EDTA (Etilenodiaminatetracético) 1Mm
Acido Bérico

pH 7,2

10. Solugéo de Loading

Sacarose

Azul de Bromofenol

Agua purificada gsp

Agitar até dissolver completamente o Azul de Bromofenol

Corrigir o pH 7,0 £ 0,2 com Tris

11.Preparacgdo do Marcador de Massa Molecular
Tris 10 mM
Azul de Bromofenol

Marcador Massa Molecular (100pb, 1 kb e See Blue, Invitrogen)

12. Solucéo de Revelacao para gel de agarose
Brometo de Etidio
Agua purificada

Para utilizar direto no gel adicionar 0,5uL/mL

13. Gel de agarose 2%
Agarose ultrapura

Tampéao TBE

14.Solucéo Trypsina
Trypsina

EDTA 10%

PBS

72

140 pL
40 pL
2049

40 g
6,50
100 mL

140 pL
40 pL
20 pL

209
100 mL

0,69
30 mL

0,1g
0,25 mL
95,75 mL



15. Solucdo Tampéo de Adsorcao
Bicarbonato de Sédio

Carbonato de Sédio

Agua purificada

Estocar em temperatura de 2 a 8 °C

16. Solucéo de Tampéao TRIS
Cloreto de Sadio

EDTA

TRIS

Agua purificada

Corrigir o pH para 7,4 com HCI

Manter em temperatura de 2 a 8°C.

17. Solucéo de Bloqueio (diluente de amostra)
Albumina Bovina

Tween 20

Tampéao TRIS

pH 7,4

Manter em temperatura de -20 °C.

18. Solucéo de Tampéo Citrato
Acido citrico

Fosfato de Sodio monobasico

Agua purificada

pH 5,0

Estocar em temperatura de 2 a 8 °C

19. Solucéo Reveladora Cromogeno-substrato (OPD)
OPD

Tampéo Citrato

Obs. Esta solucéo deve ficar incolor

Preparar na hora do uso

Ou

73

293¢
1,59¢
1000 mL

8,79
0,372 ¢
6,05¢g
1000 mL

309
1,5 mL
1000 mL

5,11¢g
9,15¢
1000 mL

400 mg
1000 mL
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OPD (tablete de 2mg) 1 tab.
Tampao Citrato 5mL
Obs. Esta solugéo deve ficar incolor

Preparar na hora do uso

20. Solucéo Reveladora com Peroxido de Hidrogénio
Peroxido de Hidrogénio 4 L
Solucéo reveladora (OPD) 10 mL

Usar imediatamente apés a preparacao

21.Solugéo Lavagem (PBS — Solugédo Tampao Fosfatada)

Cloreto de Sédio 8549
Fosfato de Sédio monobasico 0,32 ¢g
Fosfato de Sédio dibasico 110g
Agua purificada 1000 mL
pH 7,2

22.Solucéo de Parada (STOP)
Acido sulfarico 1M 9,89
Agua purificada 100 mL

Estocar em temperatura Ambiente

23.Solugao Tampéao para Gel para Imunodifusao

Cloreto de sédio 42,59
Cloreto de potassio 0,19
Fosfato de sédio dibasico 0,69
Fosfato de potassio monobasico 01lg
EDTA (titriplex) dissédico 0,186 g
Azida Sodica 0,05¢
Agua purificada 500 mL
Agar Noble 1,89
pH 7,2

Fundir em banho-maria e solidificar em temperatura ambiente, depois manter em

temperatura de 2°C a 8 °C.



24. Meio RPMI — Base para Hibridomas
Meio de RPMI

Bicarbonato de sédio

Agua purificada

pH 7,2

25. Solucéo estoque de 8-Azaguanina 5mg/mL (250X)
8-Azaguanina
Meio Enriquecido de RPMI (Anexo 1-26)

26. Meio Enriquecido de RPMI
SFB (soro fetal bovino) 10%
Sulfato de Gentamicina 40ug/mL
Anfotericina B (2,5ug/mL)

75

850
1649
1000 mL

10 mg
10 mL

100 mL
0,28 mL
0,25 mL

Obs.: Adicionar ao meio RPMI 8-Azaguanina apenas para crescimento de

Mielomas
8- Azaguanina 1mg/mL

Este meio tem uma alta taxa de glicose 4.5g/L

10mL

Filtrar em Membrana 0,22um, realizar teste de esterilidade, alicotar e armazenar

de 2 a 8°C.

27. Solugao de Polietilenoglicol DMSO - PEG 50% W/V

PEG 6000
PBS

28. Solucgéo de estoque Aminopterin (50X)
Aminopterin
Meio Enriquecido de RPMI (Anexo 1-26)

29. Solucéo estoque-HAT
Hipoxantina
Timidina

Aminopterin

50 mL
50 mL

0.088 mg
10 mL

6,8 mg
1,94 mg
0,88 mg
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Meio Enriquecido de RPMI (Anexo I-26) 10 mL

30. Solucao estoque de Hipoxantina/Timdina (100X)-HT

Hipoxantina 6,8 mg
Timidina 1,94 mg
Meio Enriquecido de RPMI (Anexo 1-26) 10 mL
3la. Meio SOC

Triptona 20 ¢
Extrato de levedura 59
Cloreto de Saédio 0,59
Cloreto de potassio 2,5 mM
Cloreto de Magnésio 7 mM
Glicose 20 mM
Agua destilada 1000 mL
Ajustar pH para 7,0

31b. Solugéo de PBS 50X

Fosfato de sédio dibasico 60 g
Fosfato de Potassio monobasico 10g
Cloreto de Potéassio 10g
Agua purificada 1000 mL
32.Tampéao de Bloqueio

Leite em p6 desnatado 0,59
Solucdo TBS 10 mL
33. PBS (Phosfate Buffer Solution) diluido

Cloreto de Sédio 40 g
PBS 50x 100 mL
Agua deionizada 5000 mL

Estocar em temperatura Ambiente

34. Acetona 20%
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Acetona 20 mL
PBS 80 mL

35. Solugéo TBS (solucao de lavagem) 0,05%
Solucéo de PBS - para uso 100 mL
Tween 20 50 pL

36. Solucéo TBS (solucao de lavagem) 0,3%
Solucéo de PBS - para uso 100 mL

Tween 20 300 pL

37.Agar LB (Luria-Bertani, sigma 12780-052)

Meio LB 20 ¢
Agar bacteriolégico 15¢g
Canamicina 1lg
Agua purificada 1000 mL

38.Caldo LB (Luria-Bertani, Sigma 12780-052)

Meio LB 209
Canamicina 1lg
Agua purificada 1000 mL

39.Cloreto de Célcio 0,1 M
Cloreto de Célcio 111¢9
Agua purificada 1000 mL

Para conservacéo de clone recombinante acrescentar 15% de glicerol

40. Cloreto de Calcio 0,1 M com glicerol

Cloreto de Calcio 11,19
Glicerol 150 mL
Agua purificada 1000 mL

41. Solucéo de IPTG (isopropyl —3-D-1-thiogalactopiranosideo) 80mM
IPTG 1,906 g
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Agua purificada 1000 mL

42. Solugao corante de comassie 250G

Azul de Comassie 0.1g
Acido Acético 7,5 mL
Agua purificada 45 mL

43.Solucao descorante de comassie 250G

Metanol 409
Acido Acético 7,5 mL
Agua purificada 45 mL

44. Tampéao de Amostra

Tris 1M pH 8,0 4 mL
Glicerol 100% 4 mL
EDTAO05M 0,2 mL
Azul de Bromofenol 1% 0,4 mL
Agua purificada 114 mL

Acondicionar em frasco escuro em pequenos volumes, manter a -20°C.

45.Gel de Acrilamida 10 %

Agua purificada 3,05 mL
Acrilamida/bisacrilamida (29/1) 2,5mL
Tris 1,5 M pH8,8 1,87 mL
SDS 20% 37,5 pL
APS 20% 37,5 L
Temed 3 pL

46. Gel Concentrador 4%

Agua purificada 425 mL
Acrilamida/bisacrilamida (29/1) 1,75 mL
Tris 1,0 M pH6,8 312,5mL
SDS 20% 12,5 pL

APS 20% 12,5 pL
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Temed 2,5 uL

47. Marcador de massa Molecular See Blue Plus 2 prestained Standard
Cat. LC 5925 — Invitrogen 5 pL

48. Tampéo de Corrida 5X

Tris base 151¢g
Glicina 94 ¢
SDS 5
Agua purificada 1000 mL

49. Tampao de Transferéncia para Western Blotting
Solucdo TBS 80 mL

Metanol (no momento de uso) 20 mL

50. Solugéo Tampao de Equilibrio e lavagem da coluna durante o processo

Fosfato de sédio monobasico (50mM) 0,720 g
Cloreto de sédio (300mM) 5,260 g
Imidazol (5mM) 0,102 g
Uréia (8M) 144,144 g
Agua purificada estéril 300 mL

pH 7,4 corrigido com HCl ou NaOH

51. Solugéo Tampao de Eluicéo

Fosfato de sédio monobésico (50mM) 0,480 g
Cloreto de sédio (300mM) 3,506 g
Imidazol (150mM) 2,042 g
Uréia (8M) 96,096 g
Agua purificada 200 mL

pH 7,4 corrigido com HCl ou NaOH

52.Solucéo de etanol 20%
Etanol P.A 20 mL

Agua purificada estéril 80 mL



53. Solucdo Tampéo de Lavagem final da Coluna
Fosfato de sédio monobasico (50mM)

Cloreto de sédio (300mM)

Imidazol (5M)

Agua purificada estéril

pH 7,4 corrigido com HCI ou NaOH

54. Solucéo de Uréia 8M
Uréia (8M)

Agua purificada estéril

55. Solucéo Reveladora (substrato)
Solucao estoque Carbazole
Tampéao acetato

Perdxido de Hidrogénio 10V (H,05)

56. Solucéo estoque Carbazole
Aminoetil Carbazole

n’n’dimetilformamida

57. Tampéao Acetato (pH 5,0)
Acido Acético glacial

Acetato de Sodio

Agua purificada qgsp

58.Solucéo de SDS 0,1%
SDS (dodecyl sulfato de sédio)

Agua purificada estéril
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0,720 g
5,260 g
0,102 g
300 mL

96,096 g
200 mL

0,3 mL
5mL
15 pL

0,16 g
24 mL

0,89 mL
2,89 g
1000 mL

109
100 mL
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ANEXO Il

FLUXOGRAMA DA CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS E PRODUCAO DE
INSUMOS PARA IMUNODIAGNOSTICO DE HERPESVIRUS BOVINO 1 E 5

Etapas realizadas para a caracterizacdo de amostras virais (capitulo 1), producéo de
anticorpo monoclonal anti-BoHV-5 (capitulo IIl), e producdo de uma proteina
recombinante para BoHV-1.

Amostras do virus BoHV

Cultivo de células
Traqg.FB

Infeccao viral
(AeB)

Coleta do sobrenadante e

clarificacdo

Semi purificagdo viral

(ultracentrifugacao)

Sonicacao viral

(parte das amostras)

PCR glicoproteina C (gC)

REA Bgll

Sequenciamento

Andlise Comparativa
dos virus BoHV-1 e BoHV-5 para

identificacdo

!




(Continuacéao)
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Proteina Recombinante
BoHV-1 (gene gG126)

Producéo de AcMc

BoHV-5 |
, Clonagem Vetor
Inéculo camundongos )
PET28/ E.coli BL F10°
50uL /mL,IP ,
Expressdo em
E.coli Bl 21
Coleta de Cultivo de —
5 etroforese
macrofagos, bago Mielomas SP20 _
sangue (soro +) Western Bloting
Producao da proteina
recombinante
Fuséo |
(linfécitosB/Mieloma) Purificacdo em Akta
| (coluna de afinidade)
Selecdo dos |
Hibridomas Avaliacdo da atividade
| por WB

Teste de IPX com o

anticorpo monoclonal
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ANEXO Il

Autorizacdo do Comité de ética do Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR)

para utilizacdo dos Animais

Declaragédo

Declaramos para os devidos fins que a funcionaria, Tania Regina Penha, lotada na
Divisao de antigenos e e matriculada no curso de doutorado do Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade federal do Parana
esta autorizada pelo Comissdo de ética no Uso de Animais do Tecpar (em
implantagéo) a utilizar o protocolo de trabalho pré estabelecido para obtengdo da
anticorpos monoclonais para o desenvolvimento do trabalho de tese intitulado
“Produgé&o de insumos para diagnoéstico de herpesvirus bovino.

Curitiba, 04 de Margo de 2010.

/ Ja;rfguiz Labiak Angela Aparecida Preto

Coordenadaor CEUA/TECPAR Vice Coordenador CEUA/TECPAR
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about:blank

ExpressoLivre - ExpressoMail

Remetente: "Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal" <concea@mct.gov.br>
Para: "Angela Aparecida Preto" <aapreto@tecpar.br>

Data: 06/04/2010 11:16

Assunto:  Re: Credenciamento do CEUA - Tecpar - Fale com o CONCEA

Prezada Angela,

O sistema para Cadastro das Institui¢des de Uso Cientifico de Animais - CTUCA
estd na fase de ajustes (médulo I - cadastro) para ser disponibilizado on line na
pagina do CONCEA (goncea.mct.gov.br).

Conforme o art. 60 do Decreto 6899/2009, "o credenciamento e o licenciamento
de que tratam o inciso II do art. 50 e o art. 11 da Lei no 11.794, de 2008,
respectivamente, s6 serao exigiveis apds a sua implementagéo pelos érgaos
competentes."

Atenciosamente,
Secretaria Executiva do CONCEA
Angela Aparecida Preto escreveu:
Prezados, A CEUA Tecpar foi criada em 31/03/010 e gostariamos de saber como
proceder para efetivar o credenciamento da mesma junto ao CONCEA.

Atenciosamente, Angela A. Preto - GQ/BPF do Instituto de Tecnologia do Parana -
TECPAR.

31-01-2013 10:32
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