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RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR

1. INTRODUCAO

O presente relatorio tem como finalidade apresentar e discutir as atividades
desenvolvidas pelo discente Abrado Isaque da Silva durante o periodo de Estagio Curricular em
Praticas Veterinarias, pertencente a grade curricular do curso de graduacdao em Medicina
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual

Paulista (UNESP), campus de Jaboticabal, sob orienta¢do do Prof. Dr. Marcos Rogério André.

O Estagio Curricular em Praticas Veterinarias tem como objetivo garantir o
aperfeigoamento e sedimentacao dos saberes tedricos e praticos adquiridos no decorrer do curso
de Medicina Veterinaria, promovendo a integracdo entre a formagao académica e experiéncia
profissional. Tal experiéncia, capacita o discente para o exercicio competente e ético da
profissdo, proporcionando o entendimento da realidade atual das areas da Medicina Veterinaria

e seus diferentes contextos socioecondomicos.

A realizacdo do estdgio ocorreu no periodo de 04/08/2025 a 05/12/2025 no Laboratdrio
de Parasitologia Molecular (PARAMOL), perfazendo um total de 600 horas como exigido no
Regulamento Geral do Estagio Curricular em Praticas Veterinarias. O referido laboratorio esta
localizado no Bloco S (Bloco de Pesquisa), 1° andar, sala 38A da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FCFRP-USP) localizado na
Rua Prof. Ernesto Giebrecht, 13 - Vila Monte Alegre, Ribeirdo Preto - SP, CEP: 14040-900 sob

supervisdo da Prof.® Dra. Ana Patricia Yatsuda Natsui.

2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Laboratorio de Parasitologia Molecular (PARAMOL) (Figura 1) tem como linha de
pesquisa expressao de proteinas soliveis recombinantes de Neospora caninum e Toxoplasma
gondii em Escherichia coli com o intuito de avaliar potenciais candidatos para uso profilatico,

terapéutico e/ou diagnostico para Neosporose e Toxoplasmose.

O laboratorio ¢ composto por uma area de trabalho (Figura 2), area de armazenamento
de produtos quimicos e pesagem (Figura 3), sala de protedmica (Figura 4), sala de cultivo de

bactérias (Figura 5) e sala de cultivo de células (Figura 6).



As principais atividades realizadas no laboratorio sdo cultivo de células VERO, cultivo
de N. caninum e T gondii, Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA), expressdo de
proteinas recombinantes em E. coli BL21, solubilidade de proteinas, purificagdao de proteinas
via cromatografia de afinidades por ion metéalicos imobilizados (IMAC), eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), Western Blotting, imunizagdo e producao de anticorpos
policlonais, sequenciamento, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Reacdo em Cadeia
Quantitativa da Polimerase (QPCR), clonagem, modelagem de proteinas, imunofluorescéncia

em microscopia confocal, ensaio de proliferacao, citotoxicidade e invasao de parasitos.

A infraestrutura laboratorial utilizada no estudo ¢ composta por diferentes areas
especializadas, sendo uma area de trabalho, 4rea de armazenamento e pesagem de produtos
quimicos, sala de protedmica, sala de cultura bacteriana e uma sala de cultura de células. A area
de trabalho ¢ equipada com pipetas automaticas, materiais de consumo (ponteiras, tubos de
microcentrifuga, luvas, parafilme e etc), banho-maria, vortex, spin e homogeneizador
magnético. A area de armazenamento de produtos quimicos e pesagem possui reagentes
quimicos solidos e liquidos, materiais de consumo, microscopio de luz, banho seco,
eletroporador, espectrofotometria de cubeta, pHmetro, balanca analitica e balanga
semianalitica. A sala de protedmica possui um sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), sistema de 4gua osmose reversa e leitor de placar para quantificacao de proteinas.
A sala de cultura bacteriano ¢ dotada de uma capela de fluxo laminar, estufa e incubadora de
bancada com aquecimento, circulagdo e agitacdo. Enquanto a sala de cultura de células possui

uma capela de fluxo laminar, estufa e microscopio de luz.

A equipe atualmente ¢ composta pela Prof.* Dra. Ana Patricia Yatsuda Natsui (Médica
Veterinaria), Mestra e Doutoranda Luciana Xavier (Engenheira de Bioprocessos e de
Biotecnologia), Mestranda Wellika Dorta de Oliveira (Bidloga) pela técnica de laboratério
Maraisa Palhao Verri (farmacéutica), e pelo pesquisador associado Luiz Miguel Pereira

(farmacéutico e docente da Estacio).



Figura 1. Entrada do Bloco S da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(FCFRP-USP). Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 2. Bancada de trabalho do Laboratério de Parasitologia
Molecular (PARAMOL). Fonte: Arquivo Pessoal.



Figura 3. Area de armazenamento de produtos quimicos e pesagem.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 4. Sala de protedmica. Fonte: Arquivo Pessoal.



Figura S. Sala de cultivo bacteriano. Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 6. Sala de cultivo de células. Fonte: Arquivo Pessoal.



3. DESCRICAO DAS ATIVIDADES

As atividades laboratoriais desenvolvidas pelo estagidrio incluiram cultura de células
VERO, cultivo de N. caninum, expressao de proteinas recombinantes em E. coli BL21,
solubilidade de proteinas, gradiente de imidazol, purificacao de proteinas por cromatografia de
afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC), quantificagdo de proteinas por testes
colorimétricos e eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O Laboratorio de
Parasitologia Molecular preza pelo cumprimento rigoroso das normas de biosseguranca em
laboratorios visando a integridade da satide dos pesquisadores, bem como a execugdo de
experimentos de qualidade e com baixa incidéncia de contaminacdo. Para isso, todas as
atividades foram conduzidas com as vestimentas adequadas (sapato fechado, calga comprida) e

com uso obrigatdério de equipamentos de protecao individual, como jalecos e luvas.

3.1. Cultura e capacitacio de células VERO

As células Vero sdo linhagens celulares continuas, ou seja, possuem alta taxa de
replicagdo, derivadas de rins de macacos-verdes africanos (Chlorocebus sabaeus), amplamente
utilizadas em pesquisa, producdo de vacinas e testes de terapias antivirais. Sua ampla utilizacao
esta relacionada a capacidade dessas células serem cultivadas por longos periodos e
susceptibilidade a infeccdo por diversos agentes patogénicos, como virus, bactérias e
protozoarios. Além disso, sdo células que carecem de interferon, uma vez que ndo produzem

citocina, tornam-se vulneraveis a infeccdes e uteis para estudos com agentes patogénicos

(Takata et al., 1994; Ammerman, Beier-Sexton e Azad, 2009).

Para N. caninum, protozodario do filo Apicomplexa e agente etiologico da neosporose,
doenga caracterizada por episodios de abortamento em bovinos e quadros neuroldgicos em caes,
as c¢lulas Vero demonstram boa susceptibilidade a infec¢ao por este parasito. A inoculagao do
parasito nestas células permite a obten¢ao de um numero necessario de taquizoitos para fins de

experimentos e diagnosticos (Cadore et al., 2009; Brochi, 2022).

A cultura de células Vero inicia-se com a tripsinizacao de c€lulas previamente cultivadas
(célulasmae) em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) e SFB (Soro Fetal Bovino). O
meio RPMI consiste em uma solugdo salina balanceada enriquecida com aminodcidos,
vitaminas, glicose e um sistema-tampao de bicarbonato para manter o pH neutro (Sigma-
Aldrich, 2025). O soro fetal bovino, produzido a partir de sangue coletado de fetos bovinos, ¢

um suplemento amplamente utilizado na cultura de células, fornecendo nutrientes, fatores de



crescimento, hormonios, lipidios e eletrdlitos importantes para manuten¢do e crescimento

celular (Jochems, Van der Valk e Baumans, 2002).

O meio antigo contendo RPMI e SFB com células confluentes (células com
monocamadas preenchidas) ¢ desprezado (Figura 7A e 7B). Apos o descarte, sdo adicionados
2 mL de tripsina nas garrafas para lavar as células, com o objetivo de retirar por¢des
remanescentes do SFB que interferem na tripsinizagao das células. O volume ¢ descartado e
novamente adicionam-se 2 mL de tripsina para iniciar o processo de tripsinizagdo, armazenando
as garrafas na estufa com temperatura e atmosfera controlada por 10-60 minutos (36,4°C e CO>
a 5%) (Figura 8). A acdo da enzima tripsina cliva as proteinas responsaveis por garantir a
adesdo das células sobre uma superficie ou com outras células, desprendendo-as da superficie

de cultivo e as separando uma das outras (Huang et al., 2010).



Figura 7. A. Células mie em M;i RPMI e SFB. B. Células VERO antes da tripsiniza¢do. Aumento de
100x. Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 8: Cé¢lulas VERO apos 1h da aplicagdo de
tripsina. Aumento de 100x. Fonte: Arquivo pessoal



A cultura de células que foi tripsinizada sera dividida em trés garrafasfilhas. Para
garantir a manutencao da proliferagdo celular, sdo adicionados 5 mL de meio RPMI e SFB 5%
na garrafa contendo as células-mae com 2 mL de tripsina. Dessa garrafa-mae, retira-se 6 mL e
distribuem-se 2 mL em 3 novas garrafas. A garrafa-mde, a qual ficard com um volume
remanescente de 1 mL, sdo adicionados mais 6 mL de meio RPMI suplementados com SFB
para continuar o crescimento celular. As garrafas-filhas sdo completadas para um volume final
de 7 mL com meio RPMI suplementado com SFB e incubadas a 37°C e 5% de CO; por 48-72h.
Caso, durante o processo de cultivo, o meio ficar amarelado, ¢ indicativo da utilizacao de todos
os substratos necessarios para o crescimento celular e acidificagdo do meio. Nesse caso,

descartar o meio antigo e adicionar mais 6-7 mL de meio RPMI suplementado com SFB.

3.2. Cultura de Neospora caninum

Assim que as células das garrafas-filhas se tornam confluentes, o meio RPMI
enriquecido com SFB ¢ descartado e 6 mL de meio RPMI sem SFB ¢ adicionado na garrafa-
filha. Um mililitro de cultura de N. caninum contendo o plasmideo Lac-Z ¢ aplicado nas células
filhas. A enzima B-galactosidase, sintetizada pelo gene Lac-Z, realiza uma reacao colorimétrica
com Clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo (CPRG), levando uma mudanga na sua
coloragdo de amarelado para avermelhado, indicando a presenca do parasito. Para manutengao
do plasmideo, ¢ acrescentado 1,4 puL de clorofenicol na garrafa contendo as células filhas e o
parasito. A cultura ¢ incubada a 37,5C e 5% CO: por 4 a 7 dias até destrui¢do das células (Figura

9).
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Figura 9. Presenca do parasito N. caninum
nas células Vero (seta) ap6s 4 dias de cultura.
Aumento de 100x. Fonte: Arquivo pessoal

3.3. Transformacio de cepas de E. coli com plasmideos comerciais

Plasmideos comerciais foram ressuspendidos em 4gua ultrapura, conforme instrugoes
do fabricante, e, em seguida, foram utilizados para transformacao de linhagens de E. coli para
expressao (BL21). O método para insercdo dos plasmideos foi a eletroporagdo.
Resumidamente, 1 mL do plasmideo foi adicionado a 50 mL de suspensdo de E. coli
eletrocompetente, realizado de acordo com protocolo descrito por Dower et al. (1988). Apos
eletroporacao, as células foram resuspensas em meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura
5 g/L, dextrose 20 mM, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgSO4 10 mM e MgCL: 10 mM) e
incubadas por 1 hora a 37°C e 300 rpm. O conteudo total foi plaqueado em LB agar seletivo
(Difco LB agar, BD) contendo 50 pg/mL de kanamicina (sulfato de kanamicina; Gibco). Essas

coldnias foram utilizadas para expressao de proteinas recombinantes (Figura 10).
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Figura 10.: Colonias de E. coli BL21 contendo um
plasmideo comercial. Fonte: Arquivo pessoal

3.4. Expressao de proteinas recombinantes por autoinducio

A expressdo de proteinas recombinantes por autoinduc¢ao ¢ um método no qual se utiliza
um meio de cultura especial com fontes de carboidratos (glicerol, glicose e lactose) para induzir
a produgdo de proteinas sem a presenca de um indutor quimico, como o IPTG (isopropil-p-D-
tiogalactopiranosideo) (Fox e Blommel, 2017). A lactose atua como um indutor da expressao
de proteinas em bactérias via mecanismo do operon lac, possibilitando que a bactéria sintetize
as enzimas necessarias para metabolizar a lactose apenas quando ela esta disponivel no meio e
quando a glicose esta ausente. A glicose mantém o operon lac reprimido mesmo na presenga de
lactose, evitando expressdo precoce, enquanto o glicerol fornece carbono para o crescimento
das células na medida em que a glicose ¢ consumida o suficiente para liberar o operon lac,
fazendo com que a lactose atue e ative-o, sem a necessidade de IPTG. (Sanganeria e Bordoni,
2022). O operon lac consiste em um conjunto de genes que regulam a codificagdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo da lactose. Na auséncia de lactose, uma proteina repressora
(repressor lac) fica ligada a uma regido do DNA denominada operador, impossibilitando que a
enzima RNA polimerase transcreva os genes estruturais do operon (lacZ, lacY e lacA). Por outro
lado, na presenca de lactose, essa molécula € convertida em alolactose no interior da célula, a
qual atua como um indutor ligando-se ao repressor /ac e modificando sua estrutura, desligando-

o do operador. A medida que o operador est livre, possibilita que a RNA polimerase inicie a
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transcrigdo dos genes do operon, sendo o lacZ responsavel por codificar a enzima beta-
galactosidase que cliva a lactose em glicose e galactose, lacY codifica a permease, uma proteina
envolvida no transporte de lactose para o interior da célula, e lacA responsavel pela codificagao

da transacetilase (Berg, Tymoczko e Stryer, 2002; Reece et al., 2011).

Para expressao da proteina recombinante, um pré-indculo foi feito em 5 mL de meio LB
seletivo (7,5 pL/mL de kanamicina) a partir da inoculacdo de coldnias de E. coli contendo o
plasmideo transformado. A cultura foi incubada a 37°C por 18 horas, sob agita¢dao (70 rpm).
Em seguida, foi inoculado 1/40 do volume do pré-indculo (cultura overnight) em meio LB
seletivo com 40 pl/mL de mix de agtcar (glicerol 0,6%, glicose 0,05% e lactose 0,2%) e foi
incubada novamente a 37°C por 24 horas, sob agitacao, até densidade dptica a 600 nm (DOsoo)
atingir 0,4-0,5 (Studier, 2014) (Figura 11A e 11B).

Figura 11. A. Preparo do pré-inoculo a partir da inoculag@o de colonias de E. coli BL21
contendo plasmideo comercial. B. Inoculo de coldnias de E. coli BL21 apds 24h. A
opacidade indica a utilizacdo de todos os substratos do meio e crescimento bacteriano.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Cinquenta microlitros de cultura foram coletados para verificar a expressdo das
proteinas recombinantes por eletroforese em gel de poliacrilamida. O restante da cultura foi
centrifugado a 1000 x g por 2 minutos em tubos de 1,5 mL para obtencao do pellet, o qual foi
armazenado a -20°C para purificacdo. O controle ndo induzido foi feito sob as mesmas

condigdes, mas sem adi¢do do mix de agucares.
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3.5. Expressio de proteinas recombinantes por isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo

(IPTG)

O IPTG ¢ um reagente que induz a expressao de proteinas recombinantes em sistemas
bacterianos, atuando como um analogo da lactose para ativar o operon lac. Em bactérias, o
operon /ac encontra-se naturalmente reprimido pela acdo do repressor /ac, impossibilitando a
produgdo de proteinas. O IPTG, por ser um analogo nao-metabolizavel da alolactose, se liga ao
repressor lac alterando sua conformagdo e impedindo sua ligagdo com o DNA, possibilitando
que a RNA polimerase estabeleca uma conexao com o promotor € inicie a transcrigao do gene
de interesse. O inicio da transcri¢do leva a producdo do mRNA (RNA mensageiro), o qual ¢
traduzido em proteinas pela maquinaria celular, levando a producdo das proteinas
recombinantes (Miiller-Hill, 1996; Brewster et al., 2012; Razo-Mejia et al., 2018). Uma das
principais vantagens do IPTG est4 ligada a sua estabilidade, ndo sendo degradado pela célula e
fazendo com que sua concentragdo permaneca constante, promovendo uma inducido de

expressao estavel e previsivel (Dvorak et al., 2015).

Para expressao da proteina recombinante, uma colonia de E. coli BL21 foi inoculada em
5 mL de meio LB seletivo (7,5 uL/mL de kanamicina). A cultura foi incubada a 37°C, por 18
horas, sob agitacao (70 rpm). Em seguida, foi diluido 1/40 do volume do pré-indculo (cultura
overnight) em 5 mL de meio LB seletivo (Exemplo: Inocular 0,125 mL da cultura em 5 mL de
meio com antibidtico) e incubar novamente por 2-3 horas a 37°C, sob agitagdo (70 rpm), até
densidade optica de 600 nm (DOsoo) atingir 0,6. Apds isso, ¢ adicionado o IPTG em uma
concentragao final de 0,5 mM. Incubar por até 4 horas a 37°C ou a 16 horas a 18°C, 70 rpm.
Foram coletados 50 pL da cultura para verificar a expressdo por eletroforese em gel de
poliacrilamida. O restante da cultura foi centrifugada (10.000 x g, 2 minutos) em tubos de 1,5
mL (centrifugar 1,5 mL duas vezes para acumular um pellet maior). O pellet foi entdo
armazenado a -20°C. O controle ndo induzido foi feito sob as mesmas condi¢des, mas sem

adicao de IPTG.
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3.6. Analise da solubilidade

Cada pellet bacteriano foi sonicado com 750 pL de tampao salino (Ex. PBS pH 7,2 ou
Tris-Fosfato). O sonicador ultrassonico processa amostras liquidas e suspensdes a partir de
ondas sonoras, causando o rompimento de membranas celulares e liberacao de conteudos
celulares como proteinas e DNA, dispersdo de particulas e homogeneizagdo de misturas
(Figura 12). Centrifugou-se (10.000 x g por 5 minutos) e repetiu-se a sonicacdo, mantendo o
mesmo tampao no tubo, ou seja, cada amostra foi sonicada duas vezes. Entre cada sonicacao,
as amostras foram mantidas em gelo para evitar a desnaturacdo das proteinas. Uma nova
centrifugacdo foi realizada e o sobrenadante foi coletado e armazenado (extrato soluvel). O
pellet restante foi ressuspendido em 750 puL. do mesmo tampao (extrato insoluvel). Os extratos

soluvel e insoltivel, juntamente com o controle ndo induzido, foram analisados por SDS-PAGE.

}:
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Figura 12. Disruptores’/homogeneizadores de
células ultrassdnicos Branson Sonifier®. Fonte:
Arquivo pessoal.

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Na eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), as
proteinas sdo desnaturadas e revestidas com moléculas de SDS, adquirindo carga negativa

aproximadamente proporcional ao seu comprimento. Dessa forma, a separagdo ocorre
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predominantemente em fun¢do do tamanho molecular: proteinas menores migram mais
rapidamente através da matriz porosa, enquanto proteinas maiores apresentam menor
mobilidade eletroforética (Silva et al., 2019). Os géis de poliacrilamida s3o um excelente meio
de suporte para separagdes eletroforéticas, uma vez que possuem transparéncia, elasticidade,
porosidade controldvel e compatibilidade com uma variedade de compostos quimicos,

permitindo analisar a expressao e solubilidade de proteinas (Sambrook et al., 2001).

A concentracao do gel de poliacrilamida pode ser ajustada para maximizar a separacao
de moléculas com base em tamanho molecular. Dessa forma, géis com maior porcentagem de
acrilamida (por exemplo, 15%), apresentam poros menores, dificultando a passagem de
proteinas de alto peso molecular, permitindo a passagem de proteinas menores (kDa). Em
contraste, géis de baixa porcentagem de acrilamida, (como 6%) apresentam poros maiores,
facilitando a separag@o das proteinas de alto peso molecular (Petrov, Tsa e Puglisi, 2013). A
poliacrilamida ¢ constituida pela polimerizagdo de dois compostos, a acrilamida e a bis-
acrilamida (N,N’-metileno-bis-acrilamida), a partir de uma reacdo iniciada por N,N,N',N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de amoénio (APS), formando uma matriz
porosa. O APS ativa o TEMED que, por sua vez, ativa 0 monomero de acrilamida iniciando o
processo de polimerizagdo, formando uma rede de poros uniforme. O dodecil sulfato de sodio
(SDS) ¢ um detergente que desnatura as proteinas, quebrando sua estrutura secundaria e
terciaria, linearizando a cadeia de aminodcidos, além de conferir uma carga negativa uniforme

as proteinas (Guilliat, 2002).

Com o suporte montado (Figura 13A), 5 mL de 4gua foram adicionados no espago de
1 mm entre os vidros para verificar possivel vazamento no sistema. Na auséncia de vazamento,
a agua era descartada e adicionavam-se de 4,5 a 5,0 mL de uma solu¢do contendo 30%
acrilamida, 3,3% bisacrilamida, 4gua Milli-Q, 1,5M Tris pH 8,8, 10% SDS, 99% TEMED e
10% APS, seguido de uma camada de isopropanol para alinhar a por¢ao superior do gel e evitar
o contato direto com o ambiente. Apds 1 hora de polimerizacdo, a camada de isopropanol ¢é
removida e 2 mL de uma solucao de gel de empilhamento (agua Milli-Q, 30% acrilamida, 3,3%
bisacrilamida, 1,0M Tris pH 6,8, 10% SDS, 99% TEMED e 10% APS) era adicionada sobre o
gel de corrida com o propdsito de nivelar/empilhar as proteinas a serem depositadas
posteriormente, achatando-as e permitindo sua passagem pelo gel de forma linear. Com adigao
do gel de empilhamento, um pente ¢ adicionado para formagao dos pogos do gel para aplicagao

de amostras (Figura 13B).
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Figura 13. A. Placas de vidros de géis de poliacrilamida fixada no suporte. B. Gel de poliacrilamida apos a
polimerizagdo. A linha azul indica os limites do gel de empilhamento, enquanto a linha vermelha evidencia o gel
de corrida. Fonte: Arquivo pessoal.

Uma vez pronto, o gel ¢ fixado no suporte de corrida e imerso no tanque contendo
tampao de corrida Tris—Glicina—SDS 1x. Com as amostras aplicadas, o sistema foi fechado e
submetido a um campo elétrico (120V, 400mA e 10W) por 1h 30min para promover a migragao

e separagdo das proteinas (Figura 14).
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Figura 14. Sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Fonte: Arquivo
pessoal.

3.8. Purificacdo de proteinas recombinantes com cauda de poli(histidina) por

cromatografia de afinidade com ions metalicos imobilizados (IMAC)

A técnica de cromatografia de afinidade com ions metalicos imobilizados (IMAC),
desenvolvida por Porath e colaboradores (1975), ¢ baseada na capacidade das proteinas se
ligarem reversivelmente aos ions metalicos através de ligagcdes coordenadas, cuja proteina
funciona como uma base de Lewis cedendo elétrons aos ions metalicos (Porath et al., 1975). O
metal estd fixado, covalentemente, a uma matriz por um agente quelante. Os ions metalicos
interagem com os residuos de histidina, cisteina e triptofano das proteinas por ligagdes
complexas que combinam interacdes de van der Waals, efeitos hidrofobicos e ligacdes

coordenadas (Hemdan e Porath, 1985; Sharma e Agarwal, 2001).

O processo de purificacdo de proteinas por IMAC depende de fatores como escolha da
matriz, agente quelante, ion metalico e condi¢gdes de adsorcdo e eluicdo (Aquino et al., 2004).
O agente quelante tem como funcdo se ligar covalentemente & matriz e imobilizar os ions
metalicos no suporte (Wong et al., 1991). A selecao do ion metalico ¢ fundamental na técnica,
sendo os ions de Cu?’, Ni*", Co?" e Zn*" os mais utilizados na purificagdo de proteinas que
possuem residuos de histidina, triptofano e cisteina interagindo com os agrupamentos imidazol,

indol e tiol, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Em destaque, representacdo dos grupamentos imidazol, tiol e indol dos
aminodcidos histidina, triptofano e cisteina. Fonte: Lehninger, 2014.

O mecanismo de adsor¢do das proteinas ocorre a partir de ligagcdes coordenadas, nas
quais a proteina compartilha pares de elétrons ao metal que se encontra imobilizado na matriz
pelo agente quelante. Em proteinas com caudas de histidina, a adsor¢do ¢ favorecida em uma
faixa de pH alcalino (entre 6 e 8), onde os nitrogénios do anel de imidazol encontram-se
desprotonados, isto €, estdo em uma condicao cujo pH ¢ superior ao pKa dos grupos ionizaveis,
interagindo por coordenagdo com os ions metalicos da matriz (Lemire, Harrison e Turner,

2013).

A eluigdo das proteinas fixadas na matriz cromatografica pode ser realizada por reducao
de pH (<6,0), ocasionando protonacdo dos residuos de histidina, pela adicdo de um agente
competidor com capacidade de interagir com o metal, pelo deslocamento do complexo metal-
proteina por um quelante mais forte ou pela eluicao isocratica (Sulkiwiski, 1985; Gutiérez, del

Valle e Galan, 2007).

Em relagdo ao método de adigdo de um agente competidor, moléculas com maior
afinidade pelo sitio de ligacdo sdo adicionadas ao meio, competindo com a proteina adsorvida
pela ligacdo ao metal, sendo um método conveniente ja que evita a reducdo do pH na
recuperacdo de proteinas adsorvidas a matriz, evitando sua desnaturag¢do. Esse método exige,
ao final, a eliminagdo do agente competitivo do meio contendo a proteina purificada via

ultrafiltracdo, permeacao em gel ou didlise (Wong, Albrigth e Wang, 1991; Beitle e Ataai, 1992).
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3.8.1. Gradiente de Imidazol

Esse processo tem como objetivo avaliar as melhores condi¢des de purificagdao de
proteinas recombinantes. Com as proteinas expressas, a cultura ¢ centrifugada a 4.000g, 4°C
por 15 minutos em tubos tipo falcon de 50 mL. O sobrenadante ¢ descartado e 4 mL de solucao
tampao base (50 mM HEPES, 0,3 M NaCl pH 7,0) sao adicionados ao pellet. Um mililitro da
suspensao foi distribuido em quatro tubos de 1,5 mL, sendo sonicado duas vezes e centrifugados
a 10000 rpm por 3 minutos apds cada sonicacdo. O sobrenadante de cada tubo foi coletado e
distribuido em um tubo tipo falcon de 15 mL. Adicionou-se solugdo tampao base nos pellets
remanescentes € novamente foram sonicados. O sobrenadante foi coletado e distribuido no

mesmo tubo tipo Falcon de 15 mL.

Um mililitro de resina de Nuvia IMAC (4cido nitrilotriacético + Ni**) foi adicionado em
uma coluna PD-10 (Figura 16), a qual foi lavada, trés vezes consecutivas com a solu¢ao tampao
base. O lisado foi adicionado na coluna de niquel a partir de um filtro de 5 pm para retencdo de
agregados. O liquido que ultrapassou a coluna, denominado de flow through, foi coletado em

falcons de 15 mL.

Figura 16. Sistema de purificacdo de proteinas
recombinantes por cromatografia de afinidade com
ions metalicos imobilizados (IMAC). A seta verde
representa o lisado filtrado, enquanto a seta
vermelha indica a resina com o agente quelante e
ions metalicos. Fonte: Arquivo Pessoal.
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No processo de eluicdo das proteinas adsorvidas na matriz cromatografica, 2 ml de
tampoes de lavagem com diferentes concentracdes de imidazol foram adicionado na coluna e

coletados em microtubos de 1,5 mL na seguinte ordem:

- Adicionaram-se 2 mL do tampao de Eluicdo 20 mM (20 mM de imidazol + 50 mM
HEPES + 300 mM NaCl) e recolher;

- Adicionaram-se 2 mL do tampao de Eluicdo 50 mM (50 mM de imidazol + 50 mM
HEPES + 300 mM NacCl) e recolher;

- Adicionaram-se 2 mL do tampao de Elui¢ao 75 mM (75 mM de imidazol + 50 mM
HEPES + 300 mM NacCl) e recolher;

- Adicionaram-se 2 mL do tampao de Elui¢ao 100 mM (100 mM de imidazol + 50 mM
HEPES + 300 mM NaCl) e recolher;

- Adicionaram-se 2 mL do tampao de Eluigdo 250 mM (250 mM de imidazol + 50 mM
HEPES + 300 mM NaCl) e recolher;

A presencga de proteinas em cada tampao de eluicdo coletado ¢ avaliada pelo método de
Bradford, uma técnica espectrofotométrica rapida com a finalidade de quantificar a
concentracdo de proteinas em uma solugdo. O método baseia-se na interacdo do corante azul
Brilhante de Coomassie as proteinas, levando a mudanga de coloragdo de marrom-avermelhada
para azul, cuja intensidade ¢ diretamente proporcional a concentracdo de proteina (Bradford,
1976) (Figura 17). Para essa analise, 15 ulL de cada fracdo do tampdo de eluigdo foram

adicionados aos pocos da placa contendo o reagente de Bradford.

Ao final do processo, a coluna ¢ lavada com agua Milli-Q e armazenada em etanol a
20% em condigdes de refrigerag@o para reutilizagdo com a mesma proteina. Para determinar a
melhor condigdo de purificacdo, um gel de SDS-PAGE foi corrido com as seguintes amostras
na ordem: Marcador, Nao Induzido, Induzido, FT, Eluicio 20 mM, Eluicio 50 mM,
Eluicao 75 mM, Eluicao 100 mM e Elui¢cao 250 mM.



21

Figura 17. Quantificagdo das proteinas presentes em cada fracdo do
tampdo de elui¢do coletadas com diferentes concentragdes de
imidazol. A intensidade do azul ¢é diretamente proporcional a
quantidade de proteina. Da esquerda para a direita foi aplicado o
flow-through, eluigdo 20 mM, 50mM, 75 mM, 100 mM e 250 mM.
Fonte: Arquivo Pessoal.

3.8.2. Purificacdo em condi¢des nativas

Para um pellet de cultura (50 mL), foram adicionados 5 mL de solucdo tampao base
(50mM HEPES, 0,3M NaCl pH 7,0) e a suspensao foi homogeneizada. Em seguida, 1 mL da
suspensao foi distribuido em 5 tubos de 1,5 mL, os quais foram centrifugados por 1 min a 10
000 rpm. Os pellets resultantes foram sonicados duas vezes e centrifugados por 3 min a 10.000
rpm, coletando-se o sobrenadante. Essa etapa foi repetida até que o pellet ndo apresentasse mais
redugdo visivel de tamanho. O lisado foi entdo filtrado em um filtro de 5 um e aplicado a uma
coluna de niquel (1 mL de resina, para 50 mL de cultura) equilibrada com a solugdo tampao

base. O liquido que ultrapassou a coluna foi entdo coletado (flow-through).

Posteriormente, a coluna foi lavada com a melhor concentragdo de tampao de eluicao
determinada no gradiente de imidazol para remover as proteinas ligadas inespecificamente a
coluna, adicionando de 1 em 1 mL na coluna. Verificou-se entdo, pelo método de Bradford, o
nivel de contaminantes. Caso Bradford permanecesse positivo, novas lavagens com o mesmo
tampao foram realizadas. Por fim, a eluicao foi realizada com Tampao contendo 250 mM de
imidazol + 50 mM HEPES + 300 mM NaCl, de 1 em 1 mL, coletando cada fragdo. A presenca
de proteinas foi verificada por Bradford. As quatro fragdes com maior concentragdo proteica

mais concentradas foram submetidas a SDS-PAGE para avaliacdo da pureza das proteinas.
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4. DISCUSSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades desenvolvidas ao longo do estagio curricular no Laboratorio de
Parasitologia Molecular (PARAMOL) permitiram articular conhecimentos tedricos de biologia
molecular com suas aplicagdes praticas na Medicina Veterinaria, especialmente nas areas de
cultivo celular, manipulacdo de parasitos e purificagdo de proteinas recombinantes. Essa
vivéncia fortaleceu habilidades essenciais para o exercicio cientifico e profissional do médico
veterinario, capacitando o discente a compreender e aplicar processos biotecnoldgicos

envolvidos na pesquisa de agentes parasitarios.

O trabalho com cultura de células VERO possibilitou compreender os requisitos
fisiologicos e nutricionais das linhagens celulares para replicagdo de parasitos, bem como sua
susceptibilidade a diferente patdogenos, como relatado por Ammerman, Beier-Sexton e Azad
(2008) e Takata e colaboradores (1994). Ademais, a utilizacdo das células VERO no cultivo de
N. caninum evidenciou a eficiéncia dessa linhagem celular para obtencdo de taquizoitos

destinados a andlises moleculares e imunologicas (Cadore et al., 2009; Brochi, 2022).

No que diz respeito as técnicas microbioldgicas mencionadas, a transformagao de cepas
de E. coli BL21 com plasmideos comerciais ressalta a relevancia do uso de sistema heterdlogos
na producao e expressao de proteinas recombinantes. O entendimento das vias de transformagao
e expressao génica em bactérias revelou o papel da regulagao transcricional no operon /ac, além
da participagdo de diferentes indutores, como a autoindugao por lactose e indugao quimica por

IPTG, na expressao de proteinas recombinantes (Fox e Blommel, 2009; Dvorak et al., 2015).

A analise de solubilidade e purificagdo de proteinas por meio da cromatografia de
afinidade com ions metélicos imobilizados (IMAC) permitiram compreender os mecanismos
de interagdo entre proteina-metal, além de evidenciar como os parametros fisico-quimicos
comprometem a eficiéncia de purificagdo. O uso do gradiente de imidazol atesta a seletividade
do método e a importancia da manuten¢do do pH e forga idnica na obtengdo de proteinas em

condig¢des nativas, segundo Porath e colaboradores (1975) e Sulkowski (1985).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) forneceu uma abordagem pratica
sobre separagao e analise de proteinas em fun¢do do peso molecular, da eficiéncia da expressao
e purificacao de proteinas recombinantes (Sambrool et al., 2001; Silva et al., 2019). A interagdo
dessa técnica com testes colorimétricos de Bradford propiciou uma abordagem qualitativa para

visualizar a expressdo e pureza das proteinas.
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O estagio proporcionou o aperfeicoamento das habilidades laboratoriais, como
manipula¢do de microrganismos, preparo de solugdes, uso de equipamentos de precisao e
aplicacdo de protocolos. Concomitantemente, a vivéncia em um laboratorio de pesquisa,
contribuiu para o desenvolvimento de um raciocinio critico, integrando desde a execucao de
experimentos até a interpretagdo dos respectivos resultados, evidenciando a importancia do

rigor metodolodgico e da ética na pratica profissional.

5. CONCLUSAO

As atividades conduzidas durante este estagio contribuiram significativamente na
formagdo cientifica e profissional do discente, abrangendo conhecimentos fundamentais de
biologia celular, microbiologia, bioquimica e biotecnologia. A experiéncia adquirida no
Laboratdrio de Parasitologia Molecular permitiu consolidar a compreensdo e a aplicacdo de
métodos de biologia molecular no contexto da Saude Unica (One Health), refor¢ando a
importancia dessas ferramentas na prevencao, diagndstico e controle de doengas infecciosas de

importancia animal e humana.
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PROJETO DE INTERESSE

Expressao, solubilidade e purificacdo de antigenos do virus da Influenza Aviaria para

fins diagnosticos.

1. INTRODUCAO

O virus da influenza avidria tem representado, nas ultimas décadas, ameagas constantes
a saude publica, saude animal e na economia global. Entre 2013 e 2022, 21.249 surtos foram
relatados em animais, resultando em uma perda de 325 milhdes de aves (Govindaraj et al., 2018;
Szablewski et al., 2023). O virus possui um RNA de cadeia simples com oito segmentos
genéticos, que incluem os genes que codificam a hemaglutinina, neuraminidase e mais seis
proteinas internas (Lamb e Krug, 2001; Duo et al., 2018). As mutagdes virais representam um
importante elemento para o surgimento de estirpes pandémicas, como registradas em quatro
momentos ao longo da histdria, sendo a pandemia por HIN1 em 1918, HINI em 2009, H2N2
em 1957 ¢ H3N2 em 1968, causando 6bitos de 50 milhdes de pessoas (Webster et al., 1993;
Smith et al., 2009; CDC, 2023).

O risco generalizado de transmissdo zoondtica ¢ elevado devido a adaptabilidade do
virus da influenza aviaria a diversos hospedeiros mamiferos e avidrios. A interagdo entre aves
silvestres, hospedeiros naturais do virus e animais domésticos, favorece a transmissao do agente
e ocorréncia de recombinagdes genéticas com outros subtipos presentes em aves € mamiferos,
culminando no surgimento de estirpes epidémicas e pandémicas (Shi et al., 2017). A
transmissibilidade e dispersdo do virus estdo associadas a aves migratorias/silvestres, porém a
globaliza¢do, comercializagdo de aves vivas em mercados e feiras e criacdo irregular de aves
domésticas, sdo fatores que ampliam tal dispersao (Zhou et al., 2017). Aproximadamente 75%
das infeccdes relatadas em humanos estio associadas a exposigdo prévia a aves, especialmente
visita a mercado de aves vivas, exposi¢ao a aves doentes ou mortas, aves de quintal e exposicao

ocupacional antes do periodo de incubacao da doenca (Philippon et al., 2020).

Além dos impactos na saide humana e animal, os surtos de influenza aviaria também
geram prejuizos significativos a cadeia produtiva de aves, afetando produgdo, exportagdo e
comercializacdo. Isso ocorre em fung¢do do comprometimento do mercado interno e externo
para o cumprimento de protocolos e prazos para a normalizacdo da comercializacdo de produtos

oriundos de frangos apds a contingéncia dos surtos (Artois et al, 2018).
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Falhas no diagnostico e sistemas de vigilancia insuficientes refletem diretamente no
impacto do virus sobre a Saude Unica e economia, para a qual a obtengao de informagdes acerca
do periodo de ocorréncia, local e forma de transmissdo sdo essenciais para o controle e
reconhecimento precoce de potenciais ameacas pandémicas (Merckx et al., 2017; Jimenez-
Bluhm et al; 2023; Morrens et al., 2023; Plaza et al., 2024). O objetivo desse trabalho foi
expressar, avaliar a solubilidade e purificar proteinas recombinantes do virus da influenza

aviaria para fins diagnosticos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caracteristicas do virus da Influenza Aviaria

O virus da Influenza Avidria pertence a familia Orthomyxoviridae, possuindo um
genoma constituido por 8 segmentos RNA de fita simples sentido negativo, responsavel por
codificar até 11 proteinas virais. Trata-se de um virus envelopado e pleomorfico, com tamanho
variando de 80 a 120 nm. Suas diferentes estirpes sdo classificadas de acordo com os subtipos
sorologicos das principais proteinas de superficie viral: a hemaglutinina (HA), que apresenta
16 subtipos (H1-H16) responsavel pela ligacdo do virus com o &cido sidlico da célula
hospedeira, e a neuraminidase (NA) com nove subtipos (N1-N9), responsavel pela liberagao
das particulas virais na célula hospedeira (Lamb e Krug, 2001; Tong et al., 2012; Kanaujia et
al., 2022). A proteina M1 ¢ responsavel por formar a estrutura do capsideo, enquanto a M2
forma o canal de protons que acidifica o interior da particula viral, facilitando a desmontagem
do capsideo de ribonucleoproteinas para o processo de transcri¢ao e replicagdo dos acidos
nucleicos virais (Seekings et al., 2018). A nucleoproteina (NP) ¢ responsavel por proteger e
organizar o genoma viral, formagao das ribonucleoproteinas e pela replicacdo e transcrigdo do

RNA viral (Dou et al., 2018) (Figura 18).

Por possuir um genoma segmentado, o virus da influenza aviaria sofre rearranjos
genéticos, troca de segmentos génicos entre estirpes e linhagens distintas durantes infec¢des
concomitantes, resultado em alto grau de diversidade genética por mutagdes do tipo mudanga
antigénica (antigenic shift) e deriva antigénica (antigenic drift) (Khatchikian, Orlich e Root,
1989; Orlich, Gottwald e Rott, 1994). A mudanga antigénica ocorre quando dois ou mais virus
de linhagens distintas infectam a mesma célula hospedeira, trocando segmentos de seus
genomas, gerando novos virus com antigenos de superficie totalmente novos (Lamb, 2008). A

deriva antigénica ¢ um processo de evolucao gradual e continuo do virus, caracterizada pelo
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acimulo de mutagdes pontuais por erros de replicagio do material genético (RNA) em
detrimento do mecanismo de “revisdo” pouco eficiente da enzima RNA polimerase, fazendo
com que essas mutagdes se acumulem gradualmente ao longo das geragdes virais (Yewdell,

2021).

Figura 18. Representacdo esquematica do virus da Influenza
Aviaria. PB1: Polimerase basica 1. PB2: Polimerase basica 2.
PA: Polimerase 4acida. HA: hemaglutinina. NP:
Nucleoproteina. NA: neuraminidase. M: Proteina da Matriz.
NS: Proteina ndo estrutural. Fonte: Kanaujia et al. (2022).

2.2. Epidemiologia

As aves aquaticas pertencentes as ordens Anseriformes (patos, gansos, marrecos e
cisnes) e Charadriiformes (macaricos, batuiras e gaivotas) sdo consideradas reservatorios
naturais do virus da influenza aviaria (Lycett et al., 2016). Grande parte dessas espécies sao
migratdrias, possuindo movimentos ciclicos e previsiveis relacionados a alimentagdo,
reproducao e variagdes climaticas. A infec¢ao ocorre, majoritariamente, de forma assintomética
nessas aves, porém determinados subtipos do virus se desenvolvem de forma patogénica em
outras espécies avidrias. Recentemente, estudos evidenciaram que determinadas estirpes de
baixa patogenicidade podem evoluir para formas altamente patogénicas quando a transmissao
ocorre horizontalmente entre aves silvestre e domésticas. O contato com aves silvestres,
representa um dos principais fatores para o desenvolvimento de surtos da doenca em aves

domésticas (Lycett et al., 2016; MAPA, 2013).

A influenza avidria ¢ uma ameaga mundial a satde publica e animal devido a ampla
capacidade de disseminacao do virus e ao curto periodo de incubacao, variando de poucas horas

a trés dias, disseminando-se em cidades em questdo de horas e alcangando outros continentes
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em poucos dias (Bahl et al., 2016; MAPA, 2013). A disseminagdo internacional de subtipos da
influenza aviaria ocorre por vias naturais e comerciais. A circulagcdo natural acontece por meio
da migracao de aves silvestres e a interagdo com diferentes espécies de aves durante suas rotas
migratorias, enquanto o comércio de aves vivas promove a infecgdo em seu local de origem,
bem como nos paises onde sdo comercializadas, representando um risco a saude de milhares de

aves nas granjas de destino (Anvisa, 2007; WOAH, 2023).

A disseminac¢dao do virus varia conforme a estirpe viral, espécie de ave e fatores
ambientais. Em geral, a transmissdo ocorre predominantemente por contato direto entre aves
infectadas e suscetiveis, além da veiculagdo pela dgua. O contato direto e extensivo com aves e
seus fluidos (secrecdes respiratorias, sangue, fezes, entre outros), especialmente durante o
abate, aumenta significativamente o risco de infeccdo em fun¢do da viabilidade do virus em
matéria organica ¢ umidade. O virus pode resistir até 105 dias na agua fria, tornando a adgua
uma importante via de infecgo, exigindo dos criadores rigoroso controle de qualidade da dgua

de bebida, incluindo tratamento e cloragdo da 4gua, quando aplicavel (Spachman, 2020; Caron,

2023).

2.3. Fisiopatogenia

Em galinéaceos (galinhas, perus e codornas), a proteina hemaglutinina (HA) ¢ a principal
determinante da patogenicidade, visto que sua sequéncia de sitio de clivagem proteolitica (PCS)
determinard se a infeccdo sera de carater sist€émico, consequentemente altamente patogénica
(HPAIV), ou restrita aos tratos respiratorios e entérico, com baixa patogenicidade (LPAIV)

(Rott, 1992).

Assim como outros virus da familia Orthomyxoviridae, a replicagao viral inicia-se com
o processo de adsorcao, por meio da qual ocorre a ligagdo do virus com a célula hospedeira
com alta afinidade e eficiéncia. Essa ligacdo ¢ determinada pela compatibilidade nas barreiras
interespécies, limitando a infec¢do do virus avidrio as aves e do virus humano aos humanos.
Tal afinidade ¢ determinada pela hemaglutinina do envelope viral, a qual interage com o
receptor de acido sidlico presente na membrana celular. A hemaglutinina (HA) precisa ser
clivada por proteases celulares em um sitio especifico (PCS) para se tornar funcional. Apos a
clivagem, o endossomo induz uma alteragdo conformacional do virus, possibilitando sua fusao
na célula. A capacidade de clivagem ¢ um dos principais fatores que determinam a
patogenicidade do virus. Proteases que clivam subtipos virais de baixa patogenicidade estdo

localizadas no trato respiratdrio de mamiferos ou no trato digestivo de aves, culminando em
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uma infec¢do localizada, enquanto proteases que clivam subtipos de alta patogenicidade sao
expressas em varios sistemas celulares, permitindo a disseminacdo do virus em todo o
organismo e, consequentemente, uma infec¢ao sist€émica (Berchieri Junior et al., 2009;

Suguitan Jr. et al., 2012; Gultyaev et al, 2021).

Apos a fase de adsorcdo, o virus sofre decapsidacdo no citoplasma da célula, cujo RNA
viral migra para o nucleo, servindo de molde para sua replicagdo e sintese dos RNA
mensageiros. Os mRNA saem do nucleo para o citoplasma, onde sdo codificados os
componentes virais através do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Os novos RNA
originados migram juntamente com as proteinas virais para o espago proximo a membrana
plasmatica, saindo da célula por um processo denominado de brotamento, facilitado pela agao
da neuraminidase, liberando novos virus para infec¢do de novas células (Berchieri Junior et al.,

2009).

2.4. Sinais clinicos

Historicamente, apenas os subtipos H5 ¢ H7 possuem a capacidade de desencadear
quadros clinicos de alta patogenicidade em aves infectadas, as quais apresentam depressao,
edema facial com cristas e barbelas edemaciadas e com coloragao arroxeada, anorexia, dispneia
com descarga nasal acentuada, hemorragia nas canelas, barbelas e cristas, queda na postura e
uma mortalidade de até 100% entre 36-48 horas apos a infeccdo (Swayne e Suarez, 2000;
Granato e Bellei, 2007; Kim et al., 2016). Aves infectadas com LPAIV (Low pathogenic avian
influenza virus) apresentam manifestagdes respiratorias leves a moderadas (espirro, tosse,
corrimento nasal e ocular), diarreia, letargia, anorexia, queda na postura e baixa mortalidade

(Nili e Asasi, 2003; Bano, Naeem e Malik, 2003; MAPA, 2023).

Em humanos infectados com subtipos virais de alta patogenicidade, principalmente o
HS5NI, estirpe viral endémica de muitos paises, ha rapida progressdo clinica e alta taxa de
mortalidade apresentando, na maioria dos casos, pneumonia viral primaria evoluindo para uma
falha sistémica culminando em o6bito. No inicio, os pacientes apresentam febre, cefaleia,

astenia, mialgia, disfagia, tosse e corrimento nasal (Kim et al., 2016; Kramer et al., 2018).

2.5. Diagnéstico

Como nao ha sinais clinicos patognomonicos que diferenciem HPAIV e LPAIV em aves,

o diagnostico da doenga ¢ conduzido a partir do isolamento viral, deteccdo de RNA ou proteinas
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virais em amostras bioldgicas, ovos embrionados ou suabes de traqueia e cloaca. Diversas
técnicas sdo empregadas na vigilancia soroldgica e no diagnostico, sendo as mais utilizadas a
inibicao da hemaglutinagdo (HI) e imunodifusdao em gel de agarose para detecgao de anticorpos
contra a nucleoproteina (NP). Outras técnicas usadas compreendem a virus-neutralizagao,
fixagdo de complemento, inibi¢do da neuraminidase e ensaio imunoenzimatico (ELISA). Todos
os testes sorologicos devem ser feitos 7 a 10 dias apds a infecgdo para que seja possivel
caracteriza-la e, em casos de positividade, a doenga deve ser notificada obrigatoriamente para
as autoridades competentes. A abordagem de tais técnicas depende do objetivo do trabalho,

sendo necessdaria a adequacdo dos propositos antes da escolha de cada técnica (Moraes et al.,

2009; Spackman, 2020).

Outros técnicas de elevada sensibilidade e especificidade apresentaram bons resultados
na deteccdo viral, tais como RT-PCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase Via Transcriptase
Reversa) e RT-qPCR em tempo real (Realtime RT-qPCR), possibilitando a detec¢do do genoma
viral e sequenciamento do RNA em uma janela relativamente curta de infecgdo ativa (Fu et al.,

2023.)

A coleta de amostras para o diagnéstico oficial da influenza aviaria em granjas
comerciais ¢ realizada por fiscais do Ministério da Agricultura ou médicos veterinarios
credenciados, sendo entdo caracterizadas no Laboratério de Referéncia Animal (LARA,
Campinas) (MAPA, 2013). De acordo com Berchieri Jr. (2009), recomenda-se a realiza¢do do
diagnostico diferencial com outras doengas respiratorias de aves, como a Doenga de Newcastle,

clamidiose, micoplasmose, colera avidria, laringotraquite infeciosa das galinhas, entre outras.

2.6. Prevencio e controle

Assim como outras infec¢des virais em animais, ndo ha tratamento antiviral especifico
para influenza avidria, sobretudo em animais de produgdo. Portanto, a introdugdo de medidas
de biosseguranca que visam reduzir drasticamente o contato de aves selvagens e humanos com
aves comerciais € essencial para a prevengao e controle da doenga, como controle rigoroso do
transito de veiculos, animais, pessoas € equipamentos, abate e eliminacao de plantéis infectados,
adocao de sistemas all in/all out com periodo de vazio sanitario adequado, controle de dejetos,
fiscalizagdo e tratamento da dgua e entre outras medidas gerais de biosseguranca (Martins,

2001; Berchieri Jr., 2009).
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O uso de vacinas comerciais contra influenza aviaria ¢ proibido em territério nacional,
sendo a vacinagdo autorizada apenas em situacdes especificas de foco da doenga. Nessas
situagodes, toda zona de protecdo e vigilancia, situada a 10km do foco, ¢ imunizada mediante
aprovacao do Departamento de Sanidade Avicola do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (DSA/MAPA). A anuéncia para utilizagdo de vacinas em tais areas estd
condicionada a concentragdo de aves na area afetada, caracteristicas e composi¢ao da vacina a

ser utilizada e espécies e categorias de aves que serdo submetidas a vacinagdo (MAPA, 2013).

3. METODOLOGIA

3.1. Transformacio de cepas de Escherichia coli com plasmideos comerciais contendo

sequéncias codificadoras do virus Influenza Aviaria

Plasmideos portadores da sequéncias codificadoras das proteinas HA (hemaglutinina) e
NP (nucleoproteina) do virus da influenza aviaria (Tabela 1) foram digeridos com BamHI e
HindlIII e ligados ao plasmideo pET28 (Novagen), usando o kit de ligase T4 (Thermo Fisher
Scientific) para expressao da cauda de poli-histidina juntamente com as proteinas de interesse.
Seguidamente, foram transformados em linhagens de E. coli BL21 para expressdo, via
eletroporacao. Um microlitro dos plasmideos foi adicionado a 50 mL de suspensao de E. coli
eletrocompetente. A forma recombinante da HA-1, HA-2 e NP com o plasmideo Pet 28 (5 kDa)
tem um peso molecular previsto de 58,3 kDa, 43,5 e 47,8, respectivamente. Apos eletroporacao,
as células foram resuspensas em meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, dextrose
20 mM, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgSO4 10 mM e MgCl. 10 mM) e incubadas por 1 hora,
37°C, 300 rpm. O conteudo total foi plaqueado em LB-agar seletivo (Difco LB agar, BD)
contendo 50 pg/mL de kanamicina (sulfato de kanamicina; Gibco) (Dower et al., 1988) (Figura

19A, 19B e 19C).

Tabela 1. Cobertura de aminoécidos das proteinas HA-1, HA-2 e NP do virus da Influenza
Aviaria.

Proteina Cobertura da proteina (amarelo) + plasmideo pET28 (verde)
Hemaglutinina 1 (HA-1) MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSTVTHAQ
DILEKTHNGKLCDLNGVKPLILKDCSVAGWLLGNPMCDEFIR
VPEWSYIVERANPANDLCYPGSLNDYEELKHMLSRINHFEKIQ
IIPKSSWPNHETSLGVSAACPYQGAPSFFRNVVWLIKKNDAYP
TIKISYNNTNREDLLILWGIHHSNNAEEQTNLYKNPTTYISVGT
STLNQRLAPKIATRSQVNGQRGRMDFFWTILKPDDAIHFESNG
NFIAPEYAYKIVKKGDSTIMKSGVEYGHCNTKCQTPVGAINSS
MPFHNIHPLTIGECPKY VKSNKLVLATGLRNSPLREKARKRGL
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FGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQ
KAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKM
EDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQ
LRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEKL

AAALEHHHHHH

Hemaglutinina 2 (HA-2)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSINSSMPF
HNIHPLTIGECPKY VKSNKLVLATGLRNSPLREKARKRGLFGAI
AGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAID

GVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLERRIENLNKKMEDGF

LDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDN
AKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEKLAAAL
E

Nucleoproteina (NP)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSASQGTK
RSYEQMETGGERQNATEIRASVGRMVGGIGRFYIQMCTELKL
SDYEGRLIQNSITIERMVLSAFDERRNKYLEEHPSAGKDPKKT
GGPIYRRRDGKWVRELILYDKEEIRRTWRQANNGEDATAGLT
HLMIWHSNLNDATYQRTRALVRTGMDPRMCSLMQGSTLPRR
SGAAGAAVKGVGTMVMELIRMIKRGINDRNFWRGENGRRTR
IAYERMCNILKGKLQTAAQRAMMDQVRESRNPGNAEIEDLIF
LARSALILRGSVAHKSCLPACVYGLAVASGYDFEREGYSLVGI
DPFRLLQNSQVFSLIRPNENPAHKSQLVWMACHSAAFEDLRVS
SFIRGTRVVPRGQLSTRGVQIASNENMETMDSSTLEKLAAALE
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Figura 19. A. Colonia E. coli BL21 contendo plasmideo do gene
da HA-1 de influenza aviaria. B. Colonias de E. coli BL21 contendo
plasmideo do gene da HA-2 de influenza aviaria. C. Colonias de E.
coli BL21 contendo plasmideo do gene da NP-1 de influenza aviaria
Fonte: Arquivo Pessoal.

3.2. Expressao das proteinas HA e NP a 37°C e 18°C por autoinducio

Para verificar as melhores condi¢cdes de temperatura para expressdo das proteinas por
autoindugao, um pré-indculo foi feito em 5 mL de meio LB seletivo (7,5 pL/mL de kanamicina)
a partir da inoculagdo de colonias de E. coli contendo os plasmideos dos genes da HA-1, HA-2
e NP-1 do virus da influenza avidria. A cultura foi incubada a 37°C por 18 horas, sob agitacao
(70 rpm). Em seguida, foi inoculado 1/40 do volume do pré-indculo (cultura overnight) em
meio LB seletivo com 40 pL/mL de mix de agucar (glicerol 0,6%, glicose 0,05% e lactose 0,2%)
com nova incubagdo a 37°C por 24 horas, sob agitacdo, até densidade optica a 600 nm (DO600)

atingir 0,4-0,5 (Studier, 2014).

Na expressdo a 18°C, o meio LB seletivo, contendo o in6culo, foi armazenado por 20
minutos no gelo seguido da adi¢do de 40 pL/mL de mix de agucar (glicerol 0,6%, glicose 0,05%
e lactose 0,2%) e incubado a 18°C por 24 horas, sob agitacdo (120 rpm) até a densidade Optica
a 600 nm (DO600) atingir 0,4-0,5 (Studier, 2014).

Um controle negativo (condi¢ao sem inducao) foi preparado pela transferéncia de 1/40
do volume do pré-indculo (cultura overnight) para meio LB seletivo isento do mix de acucares
utilizado na autoindu¢do — composto por glicerol a 0,6%, glicose a 0,05% e lactose a 0,2%.
Essa cultura foi incubada nas mesmas condigdes aplicadas as coldnias submetidas a0 meio

contendo agucares para inducao da expressao proteica.

3.3. Expressao das proteinas HA e NP a 37°C e 18°C sob inducao de IPTG

Um pré-inéculo foi feito em 5 mL de meio LB seletivo (7,5 uL/mL de kanamicina) a

partir da inoculagdo de colonias de E. coli contendo os plasmideos dos genes da HA-1, HA-2 ¢
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NP do virus da influenza aviaria. A cultura foi incubada a 37°C por 18 horas, sob agitacdo (70
rpm). Em seguida, foi inoculado 1/40 do volume do pré-indculo (cultura overnight) em meio
LB seletivo, sendo incubado a 37°C sob agitagao (70 rpm) de duas a trés horas para induzir o
crescimento bacteriano até a fase exponencial. Apds o crescimento, adicionou se 1 puL/mL de

IPTG 0,02 mM sendo novamente incubado sob as mesmas condi¢des (Loa et al., 2004).

Na expressao a 18°C, o meio LB seletivo, contendo o in6culo com bactérias na fase
exponencial, foi mantido no gelo por 20 minutos, seguido da adi¢ao de 1 uL/mL de IPTG 0,02
mM de IPTG 0,02 mM e incubado a 18°C por 24 horas, sob agitacao (120 rpm) até a densidade
optica a 600 nm (DOeoo) atingir 0,4-0,5 (Loa et al., 2004).

Um controle negativo (condi¢do sem inducdo) foi preparado pela transferéncia de 1/40
do volume do pré-indculo (cultura overnight) para meio LB seletivo isento de IPTG. A cultura
foi incubada nas mesmas condi¢des aplicadas as colonias submetidas ao meio contendo o

agente indutor da expressdo proteica.

3.4. Analise da solubilidade

Para analise da solubilidade das proteinas expressas em diferentes condigdes, aliquotas
de 1 mL de cada cultura foram centrifugadas a 10.000 x g por 1 minuto com descarte do
sobrenadante, repetindo esse processo. Cada pellet bacteriano foi sonicado com 750 uL de
tampao salino Tris-NaCl. Centrifugou-se novamente a 10.000 x g por 5 minutos e repetiu-se a
sonicacao, mantendo o tampao no tubo. Uma nova centrifugacao foi feita e o sobrenadante foi
armazenado (extrato solivel). O pellet restante foi ressuspenso em 750 pL do mesmo tampao
(extrato insoluvel). Os extratos solivel e insoluvel, juntamente com o controle ndo-induzido,

foram analisados por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida).

3.5. Purificacido das proteinas HA-1, HA-2 e NP-1 recombinantes produzidas em E. coli

A expressao das proteinas HA-1, HA-2 e NP-1 contendo uma cauda de polihistidina foi
induzida em 150 mL de meio LB a 18°C por 24 horas, sob agitagdo (120 rpm) com adigao de
mix de agucar. A cultura foi centrifugada (4.000 x g a 4°C por 15 min) e o pellet ressuspendido
com solucdo tampao base (50 mM HEPES, 0,3 M NaCl pH 7,0). A suspensao foi centrifugada
(10.000 x g, 2 min) e o pellet obtido foi submetido a sonicagdo. Repetiu-se esse processo até
que nao houvesse redugdo visivel no tamanho do pellet. O sobrenadante foi filtrado em uma

seringa filtrante de 0,22 um (MerckMillipore). A amostra filtrada foi incubada com uma resina
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de Niquel-Nuvia IMAC (Nuvia™ IMAC Metal Affinity Resin) embalada em colunas PD-10
(GE Life Sciences) por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubagdo, a fragdo de baixa
afinidade foi descartada pela gravidade e a resina foi lavada com tampao de lavagem (50 mM
HEPES + 300 mM NaCl) contendo diferentes concentragdes de Imidazol (Sigma, St. Louis,
MO) até que nenhum contaminante fosse detectado pela reacdo de Bradford. As proteinas
recombinantes adsorvidas na matriz cromatografica foram eluidas com tampao de elui¢do 250

mM de Imidazol (50 mM HEPES + 300 mM NaCl + 250 mM de Imidazol).

3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para a deteccao das proteinas expressas e purificadas, aliquotas de 50 puL de cada cultura
foram misturadas em microtubos de 1,5 mL com 20 pL de B-mercaptoetanol diluido 4x, seguida
de incubac¢do em banho seco a 96 °C por 5 minutos. Géis de poliacrilamida a 15% com 1 mm
de espessura foram confeccionados e submetidos a um campo elétrico de 120V, 400mA e 10W
por 1h e 30min. Apos a corrida eletroforética, os géis foram inicialmente submetidos uma
solucdo fixadora contendo corante Coomassie sob agitagdo por 30 minutos e, em seguida,
transferidos para solucdo de coloragdo com Coomassie Brilliant Blue G-250, permanecendo
por 18 horas sob agitagdo. Finalizado esse periodo, o excesso de corante foi removido por
lavagem com agua deionizada e os géis foram digitalizados e analisados utilizando o software

LabScan.

4. RESULTADOS

Os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida revelaram a expressao das trés
proteinas recombinantes tanto a 37°C quanto a 18°C por autoindugado e adi¢do de IPTG, cujas
bandas expressas em cada proteina corresponderam aos seus respectivos pesos moleculares
(Figura 20 e 21). Quanto a solubilidade, todas as hemaglutininas foram expressas em corpos
de inclusdo tanto por autoindugdo quanto por IPTG a 37°C, enquanto a nucleoproteina mostrou-
se parcialmente soluvel na autoindugdo com adi¢do de mix de agticar (Figura 22A e 22B).
Diferentemente, na solubilidade a 18°C, as hemaglutininas apresentam um padrdo de
solubilidade hibrido, sendo expressas tanto nas fragcdes soliveis quanto nos pellets em ambas
as condicoes de expressao (Figura 23A). A nucleoproteina, por sua vez, foi observada na fragao

soluvel e no pellet apenas na autoinducdo, mostrando-se insoltivel na indugdo da expressao por



37

adi¢do de IPTG (Figura 23B).

HA1 HA2 NP1
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Figura 20. Expressdo da HA-1, HA-2 ¢ NP-1 recombinantes a 37°C pela adi¢do de mix de agucar
(autoinducdo) e IPTG visualizadas em SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250. A HA-1 possui
um peso molecular de aproximadamente 58 kDa (seta preta), enquanto a HA-2 possui um peso molecular
de 43 kDa (seta azul) e NP-1 48 kDa (seta laranja). NI: Nao induggo. Al: Autoindu¢éo. IPTG: isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranosideo. O padrdo de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo

Pessoal.
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Figura 22. A. Solubilidade da HA-1 e HA-2 recombinantes a 37°C visualizadas em SDS-PAGE 15% corado
com Coomassie G-250. A HA-1 possui um peso molecular de aproximadamente 58 kDa, enquanto a HA-2
possui um peso molecular de 43 kDa. As setas indicam as bandas de expressdo em diferentes condigdes de
cada proteina. NI: Ndo indugdo. AI: Autoindugdo. IPTG: isopropil-pB-D-1-tiogalactopiranosideo. S.
Sobrenadante. P. Pellet. O padrao de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal.
B. Solubilidade da NP-1 recombinante a 37°C visualizada em SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-
250. ANP-1 possui um peso molecular de aproximadamente 48 kDa. As setas indicam as bandas de expressao
em diferentes condi¢des da proteina. NI: Nao indugdo. Al: Autoindugdo. IPTG: isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosideo. S. Sobrenadante. P. Pellet. O padrao de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 23. A. Solubilidade da HA-1 e HA-2 recombinantes a 18°C visualizadas em SDS-PAGE 15% corado
com Coomassie G-250. A HA-1 possui um peso molecular de aproximadamente 58 kDa, enquanto a HA-2
possui um peso molecular de 43 kDa. As setas indicam as bandas de expressdo em diferentes condig¢des de cada
proteina. NI: Nao indugdo. Al: Autoindugao. IPTG: isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosideo. S. Sobrenadante. P.
Pellet. O padrdo de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal. B. Solubilidade da
NP-1 recombinante a 18°C visualizada em SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250. A NP-1 possui um
peso molecular de aproximadamente 48 kDa. As setas indicam as bandas de expressdo em diferentes condigdes
da proteina. NI: Nao indugdo. Al: Autoindugdo. IPTG: isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosideo. S. Sobrenadante.
P. Pellet. O padrdo de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal.

.
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O gradiente de imidazol da hemaglutinina 1 mostrou que a proteina foi eficientemente
expressa no sistema de autoindugdo a 18°C. No controle nao induzido (NI), observaram-se
apenas bandas basais, sem a detec¢do da banda correspondente da HA-1 (~50 — 55 kDa). Na
autoinducdo (Al), observa-se uma banda caracteristica correspondendo ao peso molecular da
proteina, confirmando sua expressao de forma detectavel. A fragdo flow through (FT) evidencia
bandas de proteinas que ndo se ligaram a resina cromatografica, apresentando também uma
banda ténue na regido esperada da HA-1, insinuando que uma porcao da proteina ndo ficou
adsorvida na matriz em detrimento da saturacdo parcial da resina, dobramento incompleto ou
baixa acessibilidade da cauda de histidina (his). Nas fracdes de elui¢do com diferentes
concentragdes de imidazol, foi observado um leve desprendimento de proteinas inespecificas
na concentragdo de 20 mM, enquanto em 50 mM a banda da HA-1 torna-se mais intensa,
indicando que grande parte da proteina comeca a ser eluida nesta faixa. Nas concentragdes
seguintes, hd uma diminuic¢ao nas bandas da hemaglutinina 1, ja que grande parte foi eluida em

concentragdes anteriores (Figura 24).
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Figura 24. Analise por SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250 da expressdo e purificagdo da
hemaglutinina 1 (HA-1) de Influenza aviaria expressa em E. coli BL21 a 18 °C. As amostras representam: NI —
cultura sem indugdo; Al — cultura em condicéo de autoindugdo; FT — fragdo ndo ligada (flow-through). As demais
canaletas correspondem as etapas de eluigdo da cromatografia de afinidade por ions metalicos (IMAC) utilizando
gradiente crescente de imidazol: 20.2 (20 mM), 50.2 (50 mM), 75.2 (75 mM), 100.2 (100 mM) e 250.2 (250 mM).
A seta vermelha indica a banda compativel com o peso molecular esperado da hemaglutinina 1 (~50 kDa). O
padrido de massa molecular (kDa) é mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal.
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A hemaglutinina 2 foi expressa a 18°C e se apresentou majoritariamente como dimero,
onde bandas intensas de aproximadamente 85 kDa foram observadas na autoinducao, sugerindo
a expressao da proteina em forma dimerizada. Grande quantidade de proteinas nao ligadas a
resina foram observadas no flow through, juntamente com uma banda fraca do dimero da
proteina. Nas concentracdes de 20 mM e 50 mM de imidazol, a hemaglutinina 2 encontra-se
fortemente ligada & matriz com proteinas contaminantes sendo eluidas nessa faixa. A primeira
fragao cujo dimero de HA-2 apresentou-se de forma clara foi a 75 mM, iniciando a liberagao
da proteina de interesse de forma eficiente. A maior recuperagdo do dimero foi com 100mM de
imidazol, onde a banda tornou-se intensa e com perfil mais limpo em comparacao a 75 mM do
agente competidor. Por fim, a proteina é totalmente eluida a 250 mM, predominando apenas

residuos de proteinas ligadas fortemente a matriz (Figura 25).
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Figura 25. Analise por SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250 da expressdo e purificacdo da
hemaglutinina 2 (HA-2) de Influenza aviaria expressa em E. coli BL21 a 18 °C. As amostras representam: NI —
cultura sem indugdo; Al — cultura em condi¢do de autoindugdo; FT — fracdo ndo ligada (flow-through). As demais
canaletas correspondem as etapas de eluicdo da cromatografia de afinidade por ions metalicos (IMAC) utilizando
gradiente crescente de imidazol: 20.2 (20 mM), 50.2 (50 mM), 75.2 (75 mM), 100.2 (100 mM) e 250.2 (250 mM).
A seta vermelha indica a banda compativel com o peso molecular esperado da hemaglutinina 2 dimerizada (~85
kDa). O padrao de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal.

Para obtencdo da proteina pura, uma nova purificacdo foi realizada em condi¢des
nativas, cuja matriz foi lavada diversas vezes com tampao de lavagem contendo 50 mM de
imidazol até que nenhum contaminante fosse observado no Bradford. As duas primeiras fragdes
de 50 mM possuiram proteinas que se ligaram de forma inespecifica a matriz, juntamente com

uma banda ténue na regido esperada da HA-2 dimerizada, indicando que uma parte da proteina
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ndo ficou adsorvida na matriz. A hemaglutinina 2 purificada foi obtida na quarta fracdo de

eluicdo com 250 mM de imidazol na forma clivada e dimerizada (Figura 26).
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Figura 26. Analise por SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250 da expressdo e purificagdo em
condigdes nativas da HA-2 (HA-2) de Influenza aviaria expressa em E. coli BL21 a 18 °C. As amostras
representam: NI — cultura sem indug@o; Al — cultura em condi¢do de autoinducdo; FT — fragdo ndo ligada
(flow-through). As demais canaletas correspondem as etapas de lavagem e eluicdo da cromatografia de
afinidade por ions metalicos (IMAC) utilizando 50 mM de imidazol para lavagem e 250 mM de imidazol para
eluigdo. A seta vermelha indica a banda compativel com o peso molecular esperado da hemaglutinina 2 (~43
kDa). O padrao de massa molecular (kDa) ¢ mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal.

A nucleoproteina 1 foi expressa por autoindugdo a 18°C, apresentando uma banda bem
definida em torno de 50 kDa, valor previsto para as nucleoproteinas virais. Tal banda ndo ¢
visivel no tratamento de ndo indugdo, corroborando que a expressdao da proteina ocorreu,
exclusivamente, apos a adi¢do do mix de agticar. Uma grande quantidade de proteinas celulares
ndo adsorvidas na matriz cromatograficas foram concentradas no flow through, que também
ndo apresentou uma banda corresponde a NP-1, sugerindo que grande parte permaneceu
adsorvida na resina. Nao houve liberagdo eficiente da proteina alvo nas concentracdes de 20 a
100 mM de imidazol, exibindo apenas bandas fracas, preponderantemente, de proteinas
contaminantes que se ligaram de forma inespecifica com a resina, indicando que a NP-1
recombinante interagiu fortemente com a matriz de niquel. A eluicdo efetiva ocorreu a 250 mM

de imidazol (Figura 27).
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Figura 27. Analise por SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250 da expressdo e purificagdo da
nucleoproteina 1 (NP-1) de Influenza aviria expressa em E. coli BL21 a 18 °C. As amostras representam: NI —
cultura sem indugéo; Al — cultura em condicdo de autoindugdo; FT — fracdo ndo ligada (flow-through). As demais
canaletas correspondem as etapas de elui¢do da cromatografia de afinidade por ions metalicos (IMAC) utilizando
gradiente crescente de imidazol: 20.2 (20 mM), 50.2 (50 mM), 75.2 (75 mM), 100.2 (100 mM) e 250.2 (250 mM).
O circulo vermelho indica a banda compativel com o peso molecular esperado da nucleoproteina 1 (~48 kDa). O
padrdo de massa molecular (kDa) é mostrado a direita. Fonte: Arquivo Pessoal.

Visando a obteng¢ao da proteina pura, uma nova purificacdo foi realizada em condigdes
nativas, onde a matriz foi lavada diversas vezes com tampao de lavagem contendo 75 mM de
imidazol até que nenhum contaminante fosse observado no Bradford. As duas primeiras fracdes
de 75 mM possuiram somente proteinas que se ligaram de forma inespecifica a matriz, cuja
proteina alvo ndo foi eluida em tal concentragdo. A NP-1 purificada foi obtida na primeira fragao
de elui¢do com 250 mM de imidazol, embora com uma banda de baixa intensidade devido a

menor expressao (Figura 28).



44

kDa NI Al FT 752 75.2 250.2 250.2 250.2 250.2

Figura 28. Analise por SDS-PAGE 15% corado com Coomassie G-250 da expressdo e purificagdo em condi¢des
nativas da nucleoproteina 1 (NP-1) de Influenza aviaria expressa em E. coli BL21 a 18 °C. As amostras
representam: NI — cultura sem indugfo; Al — cultura em condi¢do de autoinducdo; FT — fra¢do ndo ligada (flow-
through). As demais canaletas correspondem as etapas de lavagem e eluigdo da cromatografia de afinidade por ions
metalicos (IMAC) utilizando 75 mM de imidazol para lavagem e 250 mM de imidazol para eluig¢@o. A seta vermelha
indica a banda compativel com o peso molecular esperado da nucleoproteina 1 (~48 kDa). O padrdo de massa
molecular (kDa) é mostrado a esquerda. Fonte: Arquivo Pessoal.

5. DISCUSSAO

O presente trabalho contribui para a produgdo de proteinas recombinantes do virus da
influenza avidria para fins diagnosticos. Aqui realizamos a expressdo de trés proteinas
utilizando o sistema de expressdo por autoindugdo e adicdo de IPTG em E. coli BL21, bem
como suas purificacdes pela técnica de cromatografia de afinidade com ions metalicos

imobilizados (IMAC).

Nesse estudo, a utilizagdo do sistema de expressdo de proteinas recombinantes em
células de E. coli justifica-se em prol das suas vantagens como a garantia do crescimento
bacteriano acelerado mesmo apds a transformagao, manipulacao relativamente mais simples do
que outros sistemas de clonagem e expressdo, alto nivel de expressdo, baixo custo e
versatilidade na expressdo de uma ampla variedade de proteinas (Fakruddin et al., 2012; Brown,

2003; Tsumoto et al., 2003; Singh e Panda, 2005).

A baixa solubilidade e expressao das proteinas HA-1, HA-2 e NP-1 em corpos de
inclusdo a 37°C, tanto por autoindu¢@o quanto por adicao de IPTG, sdo esperadas, uma vez que
a expressdo nessa faixa de temperatura favorece interacdes hidrofobicas entre proteinas novas,

levando a sua agregagdo e a formagdo de corpos de inclusdo. Ademais, a expressao em
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temperaturas superiores a 30°C dificulta o dobramento correto de proteinas heterdlogas na
bactéria e induz um estresse metabolico pela produ¢do em massa de proteinas heterdlogas,
afetando a disponibilidade de chaperonas, tRNA e outros componentes vitais para o dobramento
e traducao correta (Bueno, 2024). Considerando que a E. coli € um organismo procariotico, seu
sistema de expressdo ndo possui a maquindria celular necessaria para realizar a glicosilagao,
fazendo com que proteinas complexas como a hemaglutinina sejam sintetizadas na forma nao

glicosilada, resultando em dobramento incompleto/incorreto e redugdo da solubilidade.

Estudos relatam que a incorporagdo de etiquetas de determinados peptideos ligados a
proteina alvo promovem maior estabilidade estrutural, facilitando a obtencdo da proteina
recombinante de interesse em sua forma soluvel, além de aumentar seu nivel de expressao
quando produzida em meio de cultura rico em nutrientes (Zuo et al., 2005). No entanto, este
trabalho revelou que apenas a reducdo da temperatura de expressdo de 37° para 18°C foi

suficiente para obtencdo das proteinas em sua forma soluvel.

No que diz respeito ao padrao de solubilidade das proteinas, a nucleoproteina apresentou
maior solubilidade em comparacao as hemaglutininas quando expressa em sistemas contendo
células de E. coli BL21 a 37°C, uma vez que nessa faixa de temperatura a proteina mostrou-se
parcialmente soluvel, diferentemente das hemaglutininas, cuja expressdo ocorreu na forma de
corpos de inclusdo. As hemaglutininas sdo glicoproteinas de superficie com dominios que
exigem dobramento correto e glicosilagdo para manter sua conformagao nativa, condigdo essas

que sistemas procaridticos sozinhos sao incapazes de sustentar (Farahmand et al., 2012).

Sabendo que a hemaglutinina ¢ a principal proteina de superficie do virus da influenza
aviaria e o principal alvo do sistema imunologico do hospedeiro, diversos trabalhos relataram
sua obten¢ao em forma recombinante em sistemas de E. coli BL21 com resultados semelhantes
ao relatados nesse presente trabalho. Farsad e colaboradores (2016) expressaram a HA-1 a 37°C
por indu¢do com 1 mM de IPTG do subtipo viral de alta patogenicidade HSN1 de influenza
aviariaem E. coli BL21, obtendo a proteina em corpos de inclusdo, recuperando-a por refolding
e demonstrando imunogenicidade significativa em coelhos. Uma vacina baseada em HA1 do
subtipo viral pandémico HIN1 foi produzida em sistemas de expressdo em E. coli a 30°C com
1 mM de IPTG, apresentando boa antigenicidade e imunogenicidade em modelo murino
(Aguilar-Yafiez et al.,, 2010). Entretanto, para que as hemaglutininas obtidas neste estudo
possam ser utilizadas para fins diagnosticos, estudos objetivando a quantificagdao da proteina e

analise da antigenicidade devem ser conduzidos.
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A dimerizagdo da hemaglutinina 2 observada em seu gradiente de imidazol e na
purificacdo, ¢ compativel com o comportamento oligomérico descrito em dominios de HA,
sendo um processo vital para internalizacao e fusao do virus na célula hospedeira que, uma vez
dentro do endossomo, sofre mudanga conformacional expondo o peptideo de fusdo da HA2,
levando a dimeriza¢do das suas subunidades (Nobusawa, 1997). Além disso, a auséncia de
agentes redutores de pontes de dissulfetos, como o B-mercaptoetanol, durante a purificagdo por
IMAC pode ter contribuido para a formacao de dimeros. A presenca de proteases bacterianas
nos sistemas de expressao em E. coli BL21 pode ter influenciado na obtencao da HA-2 clivada,
observado durante sua purificacdo. Embora a proteina se apresente em fragmentos menores,

sua antigenicidade pode ser preservada para utilizagdo em testes soroldgicos, como o ELISA.

A NP ¢ uma proteina extremamente conservada sendo utilizada como antigeno para o
diagnéstico da influenza aviaria. Tal proteina ja foi clonada e expressa com €xito em diversos
sistemas, como em célula de levedura Saccharomuces cerevisiae (Upadhyay et al., 2009) e
Picha pastoris (Abubakar et al., 2012), células de insetos transfectadas por baculovirus (Zhou
et al., 1998; Shafer et al., 1998), além do sistema de E. coli BL21, utilizado nesse estudo (Wu
et al., 2007; Velumani et al., 2008). Resultado semelhante foi obtido por Borzi (2015), cuja
clonagem e expressao da NP em E. coli BL21 com 0,5 e 1 mM de IPTG a 22°C, usando o vetor
de expressao pET SUMO, levou a obtengdo da proteina recombinante de forma solivel como
tamanho de 56 kDa, sendo 43 kDa referentes a NP e 12 kDa ao vetor de expressao SUMO-poli-

histidina.

A expressdo de proteinas recombinantes do virus da influenza avidria por autoindugao
ja foi aplicada em diferentes contextos, como a producdo de antigenos para imunizacdo de
camundongos infectados com subtipos de alta patogenicidade de influenza aviaria (Koday et
al., 2016), desenvolvimento de vacinas para a cepa HON2 (Zhang et al., 2025) e geracao de
inibidores contra HINI (Van Dongen et al., 2019), entre outros propositos. Tais estudos, em
conjunto com os resultados obtidos neste trabalho corroboram a eficiéncia do sistema de
autoinducdo para obtencdo de proteinas recombinantes com alto rendimento e solubilidade
como efeito da inducao gradual que atenua o estresse metabolico. Embora o IPTG nao seja
degradado pela célula, fazendo com que sua concentragdo permaneca constante e promovendo
uma indu¢do reprodutivel, a ativacdo abrupta da expressdo favorece a formacdo de corpos de
inclusao em detrimento do estresse metabodlico. Essa condi¢do, associada a elevada taxa de
sintese proteica, aumenta a probabilidade de proteinas mal dobradas e agregacao, o que explica

o menor nivel de solubilidade observado nas condi¢des induzidas por IPTG neste trabalho.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo permitiu caracterizar experimentalmente a expressao, solubilidade e
purificagao das proteinas recombinantes HA-1, HA-2 e NP-1 do virus da influenza aviaria em
sistemas heterdlogos de E. coli. As andlises demonstraram que ambas as metodologias de
indu¢do, autoindugdo e adicdo de IPTG, foram capazes de promover a expressdo das trés
proteinas nas temperaturas de 37 °C e 18 °C, com bandas compativeis com seus pesos
moleculares previstos. Contudo, observou-se diferenga substancial no perfil de solubilidade de
cada proteina, especialmente entre hemaglutininas e nucleoproteina, evidenciando a influéncia

critica da temperatura e do método de inducdo no dobramento proteico.

A 37 °C, todas as proteinas foram majoritariamente direcionadas para corpos de
inclusdo, independentemente da estratégia de inducdo, como amplamente descrito na literatura.
Em contraste, a expressdo a 18 °C favoreceu a solubilidade parcial das hemaglutininas, com
melhoria significativa na NP-1 em condi¢do de autoinducdo. Esses achados reforcam a
importancia da redug¢do de temperatura para aprimorar o dobramento e a recuperacao de

proteinas virais estruturalmente complexas.

As etapas de purificagdo por cromatografia de afinidade demonstraram que a cauda de
polihistidina conferiu boa capacidade de adsor¢do a matriz de niquel, ainda que cada proteina
apresentasse um comportamento particular frente ao gradiente de imidazol. A HA-1 apresentou
eluicdo predominante entre 50 € 75 mM, enquanto a HA-2, observada em sua forma dimerizada,
apresentou melhor recuperacdo entre 75 e 100 mM. Ja a NP exibiu forte interagdo com a resina,
sendo eficientemente eluida apenas em 250 mM de imidazol. Esses resultados confirmam tanto

a efetividade do sistema de expressao quanto a viabilidade da purificagdo em condic¢des nativas.

De modo geral, o trabalho atingiu seu objetivo principal ao demonstrar a produgao bem-
sucedida de antigenos recombinantes do virus da influenza aviaria, oferecendo subsidios para

etapas posteriores de padronizagdo de testes diagnodsticos.
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