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1. INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (canine distemper virus - CDV) causa uma
enfermidade conhecida como cinomose, caracterizada por infeccdo aguda
sistémica ou crbnica persistente localizada no sistema nervoso central (DORSEY,
2005). A cinomose é altamente contagiosa, possui distribuicdo mundial, alta
incidéncia e niveis elevados de letalidade (AN et al., 2008). No Brasil, alguns
estudos tém mostrado essa enfermidade como a principal causa de morte
precoce e eutanasia em caes (BENTUBO et al., 2007; FIGHERA et al., 2008).

Uma variedade de parametros clinicos e técnicas de imunodiagnostico
podem ser realizadas para se chegar a um diagnéstico definitivo antemortem
(ELIA et al., 2015). No entanto, por ser uma doenca com carater imprevisivel e
curso variavel, muitas vezes o diagnéstico final € inconclusivo (FRISK et al., 1999)
ou apenas realizado através da observagédo das manifestacdes clinicas (LATHA et
al., 2007). Nesse contexto, surge o advento da tecnologia de DNA recombinante e
sua aplicagdo e contribuicio nos testes de investigacdo de doencas
(BALAMURUGAN et al., 2010). Estas técnicas moleculares estdo se mostrando
de importante aplicacdo em diagndsticos virais de rotina, visto que podem ser
eficazes no sentido de facilitar o diagnostico (KAPIL et al., 2008).

Alguns estudos sugerem que a proteina do nucleocapsideo (NP) do CDV
possui alto potencial para ser usada para o diagnéstico da cinomose canina (Yl &
CHENG, 2014; LATHA et al.,, 2007), uma vez que € altamente conservada,
expressa logo no inicio do ciclo de replicacdo viral e produzida em grande
quantidade nas células do hospedeiro (LATHA et al., 2007). Além disso, a NP é
utilizada como referéncia na pesquisa do status soroldgico (ELIA et al., 2015) por
ser a proteina que induz maior titulo de anticorpos em infeccées por Morbillivirus
(VON MESSLING et al., 1999).

Este trabalho teve por objetivo a expressdo de uma regido altamente
conservada da NP do CDV para posterior caracterizacao e utilizacdo em testes de
imunodiagnastico.

2. METODOLOGIA

Construcao de plasmideo recombinante contendo um gene sintético de uma
regido conservada da NP do CDV: Apoés analise de sequéncias da NP do CDV
depositadas no GenBank, foi escolhida uma regido da proteina altamente
conservada. A sequéncia de nucleotideos foi obtida sinteticamente e otimizada
para expressdao em E. coli pela empresa GENONE®. O gene resultante foi



clonado no vetor pAE utilizando as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll,
resultando no plasmideo recombinante pAE-NP.

Clonagem e expressdao do pAE-NP: O vetor pAE-NP foi utilizado para
transformar, mediante choque térmico, cepas de TOP10F de E. coli. Foi realizado
um screening das coldnias para verificar se continham o pAE-NP (eletroforese em
gel de agarose 1%). As colonias foram entdo selecionadas e repicadas em meio
liquido Luria Bertani (LB) suplementado com 100 mg/ml de ampicilina para
amplificagéo. Foi realizada a extragdo de DNA plasmidial por lise alcalina com
SDS (Miniprep) das colénias contendo o0 plasmideo recombinante.
Posteriormente, E. coli cepa Star foram transformadas com o pAE-NP também
mediante choque térmico. As bactérias transformadas foram incubadas a 37 °C
durante 30 minutos sob agitagdo constante. Em seguida, essa cultura foi colocada
em um novo tubo com meio LB em maior quantidade, sendo incubada overnight a
37 °C sob agitacdo. ApoOs esse periodo, a cultura obtida foi transferida para um
novo meio LB contendo ampicilina e incubada a 37°C sob agitacdo, até atingir a
densidade optica ideal (DO600 = 0,6-0,8). A expressdo da proteina recombinante
foi induzida com 0,5 mM de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG),
durante 3 h a 37 °C sob agitag&do constante.

Purificacdo da NP recombinante: A cultura induzida com IPTG foi centrifugada
a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. O precipitado foi dissolvido em tampéao
Akta Wash com lisozima (50 mg/ml) e sonicada sete vezes durante 20 segundos
a 60 Hz. O lisado foi centrifugado e, em seguida, o precipitado foi lavado trés
vezes com PBS. O precipitado foi dissolvido em tamp&o acrescido com 0,2% de
N-Lauroylsarcosine e mantido durante 48 h sob agitacdo a 4 °C. Essa solucgao foi
novamente centrifugada e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. A
proteina recombinante foi purificada com uma coluna de cromatografia de
afinidade com Ni?*. A concentragdo final da proteina purificada foi estimada por
fluorometria utilizando Qubit™ fluorometric quantitation.

Confirmacdo da NP recombinante: As fracOes obtidas em cada etapa da
expressao e purificagcdo da NP recombinante foram analisadas por SDS-PAGE e
Western blotting. A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com 5% de leite em
po desnatado overnight. Apds lavagens sucessivas com PBS-T, a membrana foi
incubada com um anticorpo monoclonal (MAb anti-His) durante 1 h. Apdés
remocgéo dos anticorpos nao ligados, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario anti-mouse IgG conjugado com peroxidase por mais 1 h. Apds nova
etapa de lavagem, o resultado foi revelado com 3,3',5,5-Tetramethylbenzidine
(TMB).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido do gene escolhida para sintese foi a porcao central da NP que
apresentou 100% de homologia com as proteinas NP do CDV depositadas no
GenBank. O que corroba com Yoshida et al. (1998), que relataram que as poucas
diferengas encontradas no gene da NP ocorrem nas regides N’ e C’ terminais,
sendo a regido central altamente conservada. O gene sintetizado apresentou 294
pares de bases e apoés inserido no vetor pAE foi clonado em E. coli TOP10F,
resultando em muitas col6nias transformantes (Figura 1). A producdo do gene
sintético otimiza a expressdo de proteinas, visto que reduz tempo e custos
gquando comparado a proteinas expressas com gene nativo (ALDRICH et al.,
2007). Além disso, a utilizacdo de gene sintético permite otimizar a sequéncia de
aminoacidos para expressdao em um sistema heterélogo, aumentando assim o
nivel de expressao (DAS; SURESH, 2006).



Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1% de colonias de E. coli
TOP10F apés transformacao com o vetor pAE-NP. 1: plasmideo pAE;
2-5: colbnias de E. coli TOP10F transformadas com o vetor pAE-NP.

A expressdo do gene sintético resultou em uma proteina de
aproximadamente 12 kDa, peso molecular de acordo com o esperado. Junto a
proteina, foi expressa uma cauda de histidina, que permite a purificacdo pela
utilizacdo de uma coluna de afinidade (CROWE et al., 1994). Na quantificacédo
final, apos purificacdo, a concentracdo da proteina foi de aproximadamente 300
pMg/mL. A expressao da regido central da NP foi analisada por SDS-PAGE e

confirmada por Western blotting (Figura 2).
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Figura 2: A — Analise da expressao da proteina NP por SDS-PAGE a 20%
B — Analise da expresséao da proteina NP por Western blotting. 1. Marcador;
2. E. coli cepa star controle negativo; 3. E. coli star transformada com pAE-NP
nao-induzida; 4. E. coli star transformada com pAE-N induzida; 5. NP soluvel em
0,2% N-laurolylsarcosyne; 6. NP purificada.

4. CONCLUSOES

O gene sintético codificador de uma regido conservada da NP do CDV foi
clonado com sucesso utilizando o vetor pAE e expresso em E. coli resultando na
proteina recombinante NP. Estudos posteriores estdo sendo realizados a fim de
avaliar seu possivel uso em testes de imunodiagnostico.
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