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RESUMO

FINGER, Paula Fonseca. Expressao da glicoproteina S1 do virus da bronquite
infecciosa das galinhas em sistemas procarioto e eucarioto para utilizacdo em
imunodiagnéstico. 2011. 51f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos Graduacgéo
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A bronquite infecciosa das galinhas (IB) € uma enfermidade viral altamente contagiosa
gue causa predominantemente lesGes respiratérias que se manifestam clinicamente e
invariavelmente por espirros e estertores traqueo-bronquiolares, podendo levar a sinais
mais severos, com diminui¢do na fertilidade e reducéo da producao de ovos. O virus da
bronquite infecciosa das galinhas (IBV) codifica quatro proteinas estruturais
importantes: N (proteina do nucleocapsideo), S (proteina de superficie), E (proteina do
envelope) e M (proteina da membrana), sendo a proteina S subdividida em S1 e S2. A
subunidade 1 (S1) encontra-se exposta no envelope viral, 0 que torna-a um importante,
ou principal, indutor da producdo de anticorpos neutralizantes frente ao 1BV, sendo o
principal alvo para o sistema imune do hospedeiro. As variacdes em duas regides da
subunidade S1 do envelope, chamadas regides hipervariaveis, podem dar origem a
novos sorotipos. A capacidade de mutacdo e recombinacdo de IBV e a pressao de
selecdo exercida pelo uso prolongado de vacinas vivas contribuem para o
aparecimento de uma grande variedade de sorotipos e subtipos de IBV. O objetivo
deste trabalho foi expressar em Pichia pastoris o gene que codifica a proteina de
superficie S1 da estirpe M41 do IBV e, em Escherichia coli, expressar a S1 de um gene
sintético elaborado a partir de sequéncias consenso de amostras de campo nacionais e
internacionais, como uma alternativa interessante para a producdo de antigeno que
possa ser utilizado para monitoramento vacinal das aves e também um antigeno que
seja adequado para utilizacdo em diagnostico soroldgico. A clonagem e a expressao da
glicoproteina S1 em ambos os sistemas heterdlogos de expressdo foi realizada com
sucesso. O processo de expressdo usando E. coli foi rapido e simples quando
comparado ao uso da P. pastoris. A P. pastoris foi capaz de expressar a S1 inteira,
porém, apresentou dificuldade em secretar a glicoproteina. Os resultados obtidos
deverdo ser avaliados para uso em Kit de imunodiagnéstico para monitoramento da
enfermidade na avicultura, sendo de custo mais acessivel do que os existentes no
mercado.

Palavras chave: Bronquite Infecciosa das galinhas. Glicoproteina S1. Proteina
recombinante. Pichia pastoris. Escherichia coli.



ABSTRACT

FINGER, Paula Fonseca. Expression of the S1 glycoprotein of chickens’ infectious
bronchitis virus in prokaryote and eukaryote systems for use in
immunodiagnostic. 2011. 51f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds Graduacgao
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The chickens’ infectious bronchitis (IB) is a highly contagious viral disease which
causes predominantly respiratory  lesions  manifested clinically and  invariably by
sneezing and tracheo-bronchial rales, which may lead to more severe signs, with a
decrease in fertility and reduction of eggs production. The infectious bronchitis virus
(IBV) encodes four major structural proteins: N (nucleocapsid protein), S (spike protein),
E (envelope protein) and M (membrane protein) — being the S protein is cleaved into S1
and S2. The 1 subunit (S1) is found exposed in the viral envelope, which makes it an
important or main inducer of neutralizing antibodies against the 1BV, the main target for
the host’s immune system. The variations in two regions of the envelope’s S1 subunit,
called hypervariables regions, may originate to new serotypes. The IBV’s mutation and
recombination capacity and the selection pressure exerted by the prolonged use of live
vaccines contribute to the appearance of awide variety of serotypes and subtypes
of IBV. The objective of this study was to express, in Pichia pastoris, the gene that
encodes the surface protein S1 of IBV strain M41 and, in Escherichia coli, to express
the S1 of the synthetic gene designed from consensus sequences of national and
international field samples, as an interesting alternative for the production of antigen
that can be used for monitoring vaccination of birds and also an antigen that is suitable
for the use in serological diagnostic. The cloning and expression of glycoprotein S1 in
both heterologous expression systems was successfully performed. The process
of expression using E. coliwas simple and quick when comparedto the use
of P. pastoris. The P. pastoris was able to express the entire S1; however, it showed
difficulty in  secreting the glycoprotein. The results will be evaluated for use
in immunodiagnostic kit  for monitoring the  disease in  poultry, being more
affordable than the ones existing currently.

Key-words: Infectious bronchitis of chickens. S1 glycoprotein. Recombinant protein.
Pichia pastoris. Escherichia coli.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 A avicultura no Brasil

Até a década de 1960, a avicultura brasileira ndo tinha grande importancia
econdmica, sendo a producédo de carne de frango realizada de forma artesanal. Em
meados dos anos 60 houve a grande ruptura desse quadro onde, no Estado de Sao
Paulo, foi dado o primeiro passo para uma avicultura nacional moderna, com a
implantacdo de um modelo de producdo baseado em grandes produtores
independentes e autdbnomos em relacdo a industria e com o uso de mao-de-obra
assalariada. Mais tarde, nos anos 70, a partir da instalagdo do modelo de integragdo no
sudoeste catarinense, a avicultura brasileira deu seu grande salto, expandindo o setor
através da introducdo de um pacote tecnoldgico que envolveu o controle pela industria
do ciclo produtivo das aves, gerando crescimentos sucessivos da produtividade
(TAVARES, L. P. e RIBEIRO, K. C. de S.; 2007).

O controle de todo o processo produtivo (criagcdo das matrizes, a incubacéo dos
ovos, a producao da racao, até o abate e a comercializacdo) passou a ser comandado
por grandes empresas, mantendo-se apenas a fase de engorda do frango sob
atribuicdo de pequenos e meédios produtores, ainda que submetidos a industria por
meio de contratos, formais ou ndo, e sob suas recomendacdes técnicas e
organizacionais (TAKAGI et al., 2002). Esse sistema de integracdo estendeu-se, com o
passar do tempo, para os Estados do Rio Grande do Sul e Parana e, posteriormente,
para Sao Paulo e Minas Gerais.

A avicultura € um dos setores mais importantes do agronegdcio brasileiro e
também o que mais cresceu nos ultimos anos. O Brasil tem conquistado um espaco
significativo na producdo mundial, aumentou cerca de 1000% entre os anos de 1961 a
2003, passando de 1,4% para 10,5% da producdo mundial de carne de frango. Coube
ao pais o aumento de mais de 66,8 milhdes de toneladas na producdo mundial dentro
desse periodo, 7,8 milhdes de toneladas, ou seja, 11,7% do acréscimo mundial na
producédo (GIROTTO, 2004).
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Atualmente o Brasil é o 3° maior produtor de carne de frango, atras apenas dos
EUA e da China. Em 2010, o Brasil produziu 12,3 milhdes de toneladas e a expectativa
para 2011 € de uma producédo de aproximadamente 13 milhdes de toneladas, ou seja,
obtendo um incremento de 5% na comparagdo com o ultimo ano. No ano de 1996,
a producéo brasileira era de 4 milhGes de toneladas, enquanto que a producdo dos
EUA, hoje em 16,5 milhdes de toneladas, aquela época ja se aproximava de 12
milhdes de toneladas. As exportacdes brasileiras de ovos somaram 27.721 toneladas
em 2010, correspondente a uma receita cambial de US$ 41 milhdes (UBABEF). Esses
dados caracterizam a grande evolucdo da avicultura brasileira, com um crescimento em
termos de volume de aproximadamente 225% nestes ultimos 15 anos, enquanto que 0s
estadunidenses viram sua producao crescer apenas 37%.

Por se tratar de um amplo mercado em expanséo, a avicultura vem crescendo
também em ambito de tecnologias, com o surgimento de novos farmacos e vacinas
desenvolvidos com o objetivo de evitar a disseminacdo de enfermidades entre os
animais alojados. Dentre as doencas que acometem as aves e causam grandes
prejuizos econdémicos aos produtores, esta a bronquite infecciosa das galinhas, uma
doenca de curso agudo, altamente contagiosa que leva a maior susceptibilidade a
infeccbes secundarias, e resulta, consequentemente, em perdas consideraveis da
produtividade de criagbes comerciais de frangos de corte, galinhas de postura ou aves

reprodutoras.

1.2 Bronquite Infecciosa das Galinhas

A bronquite infecciosa das galinhas (IB) € causada por um virus que pertence a
familia Coronaviridae, género Coronavirus, podendo ser definida como uma
enfermidade viral altamente contagiosa e de curto periodo de incubacao, que acomete
as galinhas causando predominantemente lesdes respiratorias manifestadas
clinicamente por espirros e estertores traqueo-bronquiolares e, as vezes, na
dependéncia da estirpe ou patotipo viral, podem ser induzidas conjuntivite, sinusite,
nefrite, nefrose, epididimite e endometrite, com sinais clinicos como “cabeca inchada”,
uremia e reducdo da fertilidade e da producao de ovos (CAVANAGH, 2007).
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Galinhas infectadas com o virus da bronquite infecciosa (IBV) desenvolvem
doencas respiratérias, nefrite e doencas reprodutivas, resultando na reducdo da
producéo e qualidade dos ovos (ARIYOSHI et al., 2010).

A doenca foi descrita pela primeira vez nos EUA, em 1931, por Schalk & Hawn
e, dois anos apds, Bushnell & Brandly notificaram uma doenca idéntica, mas
diagnosticaram-na como laringotraqueite infecciosa (LT). Em 1936, Beach & Schalm
provaram, por meio de estudos de imunidade cruzada, que o agente da IB era um virus
diferente do virus da LT e denominaram-no de virus da bronquite infecciosa (IBV). No
inicio da década de 1960, a IB j4 havia sido notificada em quase todo o mundo
(MUNEER et al., 1988).

A bronquite infecciosa das galinhas esta incluida na lista da OIE (Organizacao
Mundial de Saude Animal), FAO (Organizacdo para a Agricultura e Alimentacdo) e
OMS (Organizagdo Mundial de Saude) como doenga transmissivel de notificagao
anual, devido a importancia socioeconémica e implicagdes sanitarias, podendo trazer
alguma repercussao a qualquer momento no comércio internacional de produtos e
animais.

Trata-se de um virus primariamente epitéliotrépico, replicando-se nas células
epiteliais, nas células secretoras de muco e nas células dos pulmdes e dos sacos
aeéreos. Durante a replicacdo, o virus causa estase dos cilios traqueais, tanto “in vivo”,
quanto “in vitro”, e esse parametro tem sido utilizado para inferir sobre a severidade da
infeccdo no trato respiratério (MENDONCA et al.,, 2009). A replicacdo do virus nos
tecidos do trato respiratério causa sinais caracteristicos (mas nao patognomdonicos) da
infeccdo, como: dificuldades para respirar, tosse e descarga nasal. Aves infectadas
apresentam diminuicdo do desempenho e, consequentemente, perda de peso e
refugagem. Infeccbes bacterianas secundarias a infeccéo viral causam grandes perdas
econdmicas por condenacdo de carcacas devido a aerossaculite (CAVANAGH, 2007,
MENDONCA et al., 2009).

O género Coronaviridae € dividido em trés grupos de acordo com suas
caracteristicas genéticas e antigénicas, sendo o virus da Bronquite infecciosa
pertencente ao grupo 3 (MCKINLEY et al., 2008). O genoma deste virus é composto
por RNA de fita simples, ndo segmentado, com sentido positivo e 27,6 Kilobases (Kb)

de comprimento (BOURSNELL et al.,, 1987). O genoma viral € organizado em seis
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regides, cada qual contendo uma ou mais regides abertas de leitura (ORF), sendo
separadas por sequéncias intergénicas (IG) que contém a sinalizacéo para transcricdo
de mRNA subgendmicos (BOURSNELL et al., 1987, JACKWOOD et al, 2001). O
genoma codifica quatro proteinas estruturais importantes. A nucleoproteina (N) esta
associada ao genoma viral para formar o nucleocapsideo, ja as demais proteinas, de
superficie (S), proteina de membrana (M) e a do envelope (E), estdo inseridas no
envelope que circunda o nucleocapsideo (MCKINLEY et al., 2008). A proteina de
superficie (S) se divide em duas subunidades, S1 e S2. A S1 é responsavel pela
infectividade viral e possui determinantes antigénicos que induzem a formacao de
anticorpos neutralizantes. Essa proteina possui um papel crucial em dois processos
muito relevantes para a industria avicola. Primeiramente, tal proteina € a principal
indutora da resposta imune protetora contra a infeccdo pelo IBV, sendo por isto de
fundamental importancia na imunoprofilaxia. Em segundo lugar, ela é a base dos testes
de diagnosticos que tém sido utilizados para identificar e caracterizar diferencas entre
cepas virais (KEELER et al., 1998; COOK et al., 1997). Variacbes antigénicas descritas
entre diferentes isolados do IBV séao devidas a mutacbes no gene da proteina S1, o
gue pode resultar na existéncia de diversos sorotipos, com pouca protecdo cruzada
entre eles (CAVANAGH, 2007).

A proteina S possui uma massa molecular de aproximadamente 180 KDa
(CAVANAGH, 1983a) e, provavelmente, trata-se de um trimero (WU et al., 2009) que
apresenta duas funcdes conhecidas: possibilitar que o IBV ligue-se aos receptores
celulares das células-alvo e viabilizar a fusdo entre as membranas viral e celular
visando a liberacdo do material genético viral no citoplasma celular (CAVANAGH,
1983b; 2007). Assim como em outros coronavirus, a proteina S do IBV sofre clivagem
proteolitica translacional ocorrendo, dessa forma, uma modificacdo estrutural
originando duas subunidades, uma amino (S1) e outra carboxi-terminal (S2), com 92 e
84 KDa respectivamente (CAVANAGH et al., 1983a). A subunidade 2 (S2) compreende
cerca de 600 aminoacidos, possuindo importante atividade no ancoramento da proteina
S no envelope viral e também atuando na etapa de fusdo entre as membranas viral e
celular. Assim, apds ligar-se ao receptor celular, estima-se que essa subunidade,
através de um movimento de rotacdo de suas trés cadeias em forma de espiral

(resultante de uma modificacdo em sua estrutura devido a uma mudanca de pH), acabe
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sendo a causa da ruptura e consequente fusdo entre tais membranas (BOSCH et al.,
2003).

Com relacdo a subunidade 1, formada por cerca de 500 aminoacidos, sugere-
se que tenha uma conformacdo em forma de bulbo, atue diretamente no
reconhecimento dos receptores celulares (através de regides denominadas Receptor
Binding Dominium — RDB e Receptor Binding Motif — RBM) e, como encontra-se
exposta no envelope viral, seja um importante, ou mesmo o principal indutor da
producdo de anticorpos neutralizantes frente ao IBV, sendo, consequentemente, o
principal alvo para o sistema imune do hospedeiro (CAVANAGH, 1983; 2007). Acredita-
se que a S1 seja importante na definicdo da patogenia causada pelo virus. Importante
salientar, também, que a S1 contém trés regides hipervariaveis (HVR) apresentando
importantes epitopos antigénicos principalmente dentro de tais regides que podem
definir as cepas virais dentro de especificos sorotipos de IBV (WANG e HUANG, 2000).

A proteina N é formada por 409 aminoacidos com uma massa molecular
predita de cerca de 50 KDa (MACNAUGHTON et al.,1977; BOURSNELL et al., 1985).
Usualmente, tal proteina apresenta alta homologia entre as diferentes cepas de IBV
(91+96,5%), sendo uma proteina bastante imunogénica e abundantemente expressa
durante o processo de infeccao viral (WILLIAMS et al., 1992).

Técnicas moleculares tém sido extensivamente aplicadas no estudo de
amostras brasileiras do IBV. Em estudo realizado por Miyaji (1996), é relatado que até
1989 o IBV circulante no pais era essencialmente a cepa Massachussets (M41) em um
universo de mais de 20 diferentes sorotipos reconhecidos, definidos de acordo com o0s
epitopos presentes na porcdo externa da glicoproteina S do envelope. No entanto,
como apontam estudos realizados envolvendo principalmente o sequenciamento dos
genes S1 e S2, ha grande diversidade de IBVs no Brasil desde que as primeiras cepas
foram isoladas, e antes mesmo da vacina ser introduzida (CUBILLOS et al., 1991).

A maioria dos pesquisadores concorda que a incidéncia de cepas de IBV
diferentes da M41 tem aumentado, incluindo os gendtipos brasileiros, diferentes dos
descritos em outros paises (ABREU et al., 2006-2008; CHACON et al., 2007, 2008;
D'ARCE et al.,, 2008; DI FABIOet al, 2000; MONTASSIER et al., 2006;
VILLARREAL et al., 2006-2007). Um estudo recente feito por Sandri et al. (2008),
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mostrou que o sorotipo M41 esta presente em apenas 8% das 75 amostras de IBV
estudadas no Brasil.

O controle da IB é realizado através da imunizacdo das aves, vacinacao que ja
vem sendo praticada ha mais de meio século. A prevencao é feita tanto com vacinas
inativadas quanto vivas, ambas elaboradas a partir da cepa Massachussets. As vacinas
vivas sdo atenuadas através de passagem em ovos embrionados e, geralmente, séo
aplicadas em frangos de corte com um dia de idade, no incubatorio. J& as vacinas
inativadas, que foram produzidas na intencdo de prevenir a queda de postura das aves,
sdo utilizadas apés as vacinas vivas, sendo aplicadas até que as aves comecem a
postura (CAVANAGH, 2007).

A principal preocupacédo das pessoas que trabalham no campo com IB no
Brasil € de que vacinas vivas e inativadas da cepa M41, independente do programa de
vacinagado ou da combinacdo de vacinas utilizadas, ndo estejam conferindo a protecao
necessaria devido a ocorréncia de cepas variantes.

Surtos de bronquite infecciosa das galinhas em plantéis avicolas brasileiros,
até pouco tempo atras, eram ditos como causa de infeccdo pelo sorotipo 4/91,
sintomas nos quais eram caracterizados por sinais renais e respiratorios severos e, em
alguns casos, associados a altera¢cdes na musculatura peitoral superficial e profunda
(SILVA, 2010). Porém, em estudo realizado por Brentano et al. (2006), no qual foram
analisadas trés amostras isoladas de aves com sintomatologia de apatia, problemas
respiratérios e renais, aumento de mortalidade, queda na producdo e lesdes na
musculatura do peito, demonstraram, ap0s analise filogenética, que nenhuma das
amostras se agrupava com a amostra 4/91. Inclusive, duas das amostras analisadas
estavam relacionadas com amostras nefropatogénicas.

Estudo realizado por Trevisol et al. (2010) analisou duas amostras de campo
classificadas como variantes da cepa Massachusetts, para as quais a vacina comercial foi
capaz de induzir protecdo. Esses dados demonstram a importancia da classificacdo de
novas amostras em imunotipos (protectotipos) para uma melhor estratégia de controle
dessa enfermidade.

H& evidéncias de que a IB ocorra em todo o pais, e os Ultimos surtos
registrados foram no ano de 2007. Quatro deles ocorreram no Estado da Bahia, um no

Estado de Pernambuco e um no Estado de Santa Catarina (OIE). O IBV também ja foi
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isolado em S&o Paulo, no Parana, no Rio de Janeiro, em Rondbnia (DI FABIO et al.,
2000), em Minas Gerais (ABREU et al., 2006) e no Distrito Federal (OIE). Isto € um
indicativo de que o0s sorotipos vacinais autorizados atualmente n&o conferem protecao
cruzada contra os virus circulantes no Brasil (GELB et al., 2005).

Com relacdo ao diagnostico laboratorial verifica-se que o mesmo depende de
técnicas diretas envolvendo o isolamento e a identificacdo genbmica ou fenotipica
(sorotipos, protectotipos e patotipos) do virus, e/ou de métodos indiretos, destinados a
deteccdo de anticorpos especificos. Normalmente os métodos indiretos sao realizados
a partir de Kits comerciais de ELISA, os quais sao importados e apresentam um custo
muito elevado para a sua utilizacdo com frequéncia. Ademais, deve ser considerado
qgue o diagndstico rapido e a determinacdo do estado de imunidade de um plantel de
aves sao aspectos criticos para se conseguir uma melhor condicdo de controle da IB.
Para tanto, foi comprovado que 0s ensaios imunoenzimaticos quando realizados com
padrdes apropriados, indicam com elevada acuracia as concentracdes de anticorpos
especificos contra IBV e podem facilitar o monitoramento do estado imunitario em
criacbes com grande numero de aves (SNYDER et al., 1983).

Em vista disso, sabe-se da necessidade de um bom antigeno para utilizacao
em ELISA com o qual seja possivel realizar um monitoramento vacinal das aves. Para
isso, é de grande valia a producdo de S1 da cepa Massachussetts, uma vez que € a
Unica cepa liberada para vacinacdo no Brasil. Por outro lado, também ha necessidade
de um antigeno que englobe as diversas variacbes da glicoproteina S1, abordando
tanto cepas de campo como a cepa vacinal para que se consiga um diagndstico

sorologico eficaz das aves acometidas ou ndo com a doenca.

1.3 Sistemas de expressdao de proteinas heterdlogas

1.3.1 Pichia pastoris

O uso da levedura metilotréfica, Pichia pastoris, como hospedeiro celular para
expressdo de proteinas recombinantes tem se tornado cada vez mais popular nos

ultimos anos. P. pastoris € mais facil de ser cultivada e manipulada geneticamente do
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que células de mamiferos e pode ser cultivada para obter altas densidades celulares.
Sistemas de expressao baseados em leveduras sao eficientes e econdmicos
comparados com fontes bacterianas ou mamiferas.

Essa levedura é capaz de processar a maioria das modificagcbes po-
traducionais, incluindo processamento proteolitico e glicosilacdo, conservando
caracteristicas antigénicas das proteinas originais, o que facilita sua aplicagdo em
ensaios diagndsticos e em vacinas de subunidade. (CEREGHINO; CREGG, 2000).

A P. pastoris tem a grande caracteristica de crescer através do cultivo com a
utilizagdo do metanol, utilizando-o como fonte Unica de carbono, podendo essa rota ser
totalmente reprimida pela adicdo de glicerol. Essa rota metabdlica da utilizacdo
especifica do metanol envolve varias enzimas. A primeira etapa no metabolismo do
metanol é a sua oxidacédo pela AOX, resultando na formacé&o de formaldeido e peroxido
de hidrogénio, o qual é enviado para 0s peroxissomos para evitar a toxicidade. Por ter
pouca afinidade com O,, a AOX é gerada em grandes quantidades pela célula, como
forma de compensacédo (CREGG et al., 1985).

Existem dois genes que codificam para a enzima alcool oxidase na P. pastoris:
AOX1 e AOX2, sendo o AOX1 responsavel pela maioria da atividade da enzima na
célula. A presenca do metanol é essencial para a inducdo de altos niveis celulares
(TSCHOPRP et. al, 1987).

Existem trés fenotipos de cepas de P. pastoris com relacdo a utilizacdo de
metanol: Mut®, Mut® e Mut (CEREGHINO e CREGG, 2000). O Mut", ou fendtipo de
maior utilizacdo de metanol, sdo cepas do tipo selvagens e crescem com altas taxas de
metanol em grandes escalas de fermentacdo. O Mut®, ou fendtipo de utilizacdo lenta do
metanol, tem uma ruptura no gene AOX1, devendo as células entdo contar com o gene
mais fraco, AOX2, para o metabolismo do metanol, um crescimento mais lento e uma
menor utilizacdo do metanol. O fenétipo Mut’, ou de utilizacdo minima de metanol, é
incapaz de crescer na presenca do metanol, uma vez que essas cepas tém os dois
genes AOX excluidos. Cepas como a KM71H, devido a utilizacédo lenta de metanol, sdo
melhores produtoras de algumas proteinas recombinantes que aquelas com fendtipo
selvagem, além de ndo necessitarem de grandes quantidades de metanol em
producbes de larga escala (CREGG et al.,1985; CEREGHINO; CREGG, 2000;
GELLISSEN, 2000).
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Comercialmente, existem varios vetores para expressao em P. pastoris que
podem ser utilizados para inUmeras proteinas, eles possuem as caracteristicas de
exercer forte repressao sobre os genes AOX e ter facilidade de induzi-los, obtendo-se,
assim, altas densidades celulares sem que a proteina heteréloga, a qual pode ser
toxica, seja expressa (GELLISSEN, 2000). Dentro do vetor de expressao o
direcionamento do DNA exdgeno é feito normalmente aos genes AOX1 e/ou HIS4 -
Histidinol Dehidrogenase, que participa da biossintese de histidina (CREGG et al.,
1985). A presenca, no vetor, de uma sequéncia compartilhada com o genoma estimula
os eventos de recombinagdo homdloga. Em vetores comercializados pela Invitrogen
(INVITROGEN, 2005) como o pPICZaB, ha uma sequencia 5 do promotor AOX1 e
uma sequéncia 3’ necessdria para conduzir o término da transcricdo, incluindo, entre
as sequéncias promotoras e terminadoras, um sitio de mdaltipla clonagem para a
insercao do gene heterdélogo.

Para que as proteinas sejam secretadas no meio, o vetor pPICZaB possui a
sequéncia sinal do -Mating Factor (-MF) de Saccharomyces cerevisiae fusionada e
para a manutencdao e replicacdo do plasmidio em E. coli, ha uma origem de replicacéo
de procariotos, onde a selecéo é realizada através do gene de resisténcia ao antibidtico
Zeocina. A deteccdo da proteina recombinante bem como a purificacdo mediante
cromatografia de afinidade pode ser realizada pela adicdo de uma cauda de seis
histidinas (6xHis) na porcdo carboxi-terminal da proteina (CEREGHINO; CREGG,
2000).

A grande vantagem de utilizar a P. pastoris como sistema de expressdo € a
realizacdo de modificacbes pos-traducionais de proteinas. Além do processamento do
peptideo sinal, a formacdo de pontes dissulfidicas e a adicdo de certos lipidios,
realizam tanto a N- quanto a O- glicosilacdo de proteinas (DALY; HEARN, 2005).
Ademais, uma outra grande vantagem € que esses microrganismos ndo produzem
endotoxinas (lipopolissacarides - LPS), sendo, portanto reconhecidos como micro-

organismos seguros para a producao de alimentos, medicamentos ou imunobiolégicos.

1.3.2 Escherichia coli
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As bactérias, principalmente a Escherichia coli, sdo hospedeiras mais
comumente utilizadas para expressao de proteinas recombinantes. No entanto, ndo
possuem sistema de endomembranas e ndo realizam modificacdes pds-traducionais, o
que pode impedir o correto processamento de proteinas a serem expressas
(SUDBERY, 1996; CREGG, 1999).

A E. coli € o micro-organismo mais bem estudado e explorado na atualidade. O
profundo conhecimento da sua fisiologia e organizacdo genética permitiu que fossem
desenvolvidas e aprimoradas diversas técnicas de manipulacdo genética.

Diversas proteinas de interesse terapéutico, como a insulina, horménio do
crescimento humano, entre outros, sao produzidas em E. coli, obtendo-se altos niveis
de expressdo (WALSH, 1998). Isto se deve ao fato de essas bactérias serem de facil
manipulacdo, crescerem rapidamente e exigirem meios relativamente simples, assim
como 0s processos de extracdo e purificacdo da proteina recombinante sdo menos
complexos. Apesar de ndo permitir modificacbes poés-traducionais, as proteinas
expressas em E. coli tém apresentado grande éxito ao serem utilizadas em testes
sorologicos (GONCALVES et al., 2010).

1.4 Expresséo de proteinas em P. Pastoris e E.Coli

Muitas sdo as proteinas que ja foram expressas tanto em sistema procarioto
como em sistema eucarioto. Com o que diz respeito a Bronquite Infecciosa, podemos
relatar a expressao bem sucedida da proteina N em E. coli e uma expressdo nao muito
satisfatoria na levedura Pichia pastoris (GIBERTONI et. al., 2010). Trabalhos vém
sendo desenvolvidos com expressao da proteina S1 em P. pastoris (GONCALVES et
al., 2010; ASADPOUR et al.,, 2010), porém ainda ndo obteve-se uma proteina
satisfatoria para ser utilizada como antigeno em diagndstico de IBV.

Se, por um lado, os sistemas procariotos sdo detentores de inumeras
vantagens, com destaque para a uma maior simplicidade e grande capacidade de
producdo de proteinas heterélogas, tais sistemas podem ndo funcionar
apropriadamente, especialmente quando a proteina requer modificacbes pos-
traducionais. Nessas circunstancias, os sistemas eucariotos de expressao passam a

ser mais vantajosos por possuirem mecanismos intracelulares e vias biossintéticas
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para efetuar as modificacbes pos-traducionais, que existem em sistemas de expressao
em eucariotos, tais como: glicosilacdo, formagdo de pontes dissulfeto e possiveis
processamentos proteoliticos pos-traducionais, os quais podem ser realizados em
leveduras (TRIMBLE et al., 1991).

Porém, em muitos casos, as proteinas produzidas em E. coli sdo mais
facilmente recuperadas, umas vez que 0S processos de extracdo e purificacdo da
proteina recombinante sdo menos complexos e apesar de ndo permitir modificacdes
pés-traducionais, as proteinas expressas em E. coli tem apresentado grande éxito ao
serem utilizadas em testes sorolégicos (NDIFUNA et al., 1998; CHEN et al., 2003;
WOO, et al., 2005, LUGOVSKAYA et al., 2006).

A auséncia de Kits nacionais de ELISA e a existéncia de surtos de Bronquite
Infecciosa nas aves no Brasil, provavelmente decorrentes de variacbes no gene da
glicoproteina S1, como ja foi discorrido anteriormente, faz com que seja viavel a
procura por antigenos que possam ser utilizados para monitoramento vacinal e
diagnostico sorologico. A escolha por sistemas procarioto e eucarioto de expressao
deve-se a possibilidade de fazer uma comparacdo do melhor antigeno produzido,
podendo-se relacionar com o custo beneficio da sua producéo.

Até o presente momento nao existem Kits comerciais nacionais de ELISA para
a deteccdo de anticorpos contra o IBV, mesmo que ja tenha sido realizada a expressao
de proteinas do virus, como descrito por Gibertoni et al. (2010). Portando se torna
necessario averiguar se a glicoproteina S1 expressa em sistemas heterdlogos possuira
epitopos antigénicos reconhecidos pelos soros de animais vacinados, visando a
utilizacdo desta como um antigeno disponivel para testes de imunodiagnadstico.

Desta forma, foram definidos alguns objetivos para o presente trabalho:
clonagem do gene da S1 do virus da bronquite infecciosa das galinhas em vetor de
expressdo em Pichia pastoris e Escherichia coli e expressdo do gene em P. pastoris
cepa KM71H e em E. coli cepa pLYSS.

Os resultados e discussdo dos dados obtidos durante a execucdo do estudo,
bem como a metodologia empregada, sdo apresentados na forma de Artigo Cientifico,

o qual sera submetido ao periddico Journal of Biosciences.
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1. RESUMO

O gene da glicoproteina S1 do virus da bronquite infecciosa das galinhas (IBV) foi
amplificado (1.540 pb) pela técnica de RT-PCR, com posterior clonagem e expressao
em levedura Pichia pastoris utilizando o vetor de expressédo pPICZaB. Um outro gene
gue codifica a proteina S1 foi elaborado a partir de sequéncias de amostras de campo
nacionais da Embrapa Suinos e Aves e em sequéncias internacionais depositadas no
GenBank e foi clonado e expresso em sistema procarioto de expresséao, utilizando o
vetor pAE de Escherichia coli. Os clones recombinantes da linhagem KM71H de P.
pastoris e pLYSS de E. coli foram submetidos aos protocolos apropriados de inducgao.
A clonagem e a expressao da glicoproteina S1 em ambos 0s sistemas heter6logos de
expressdo foi realizada com sucesso. O processo de expressao usando E. coli foi
rapido e simples quando comparado ao uso da P. pastoris. A P. pastoris foi capaz de
expressar a S1 inteira, porém, apresentou dificuldade em secretar a glicoproteina. Os
resultados obtidos deverdo ser avaliados para uso em Kit de imunodiagnostico para
monitoramento da enfermidade na avicultura, sendo de custo mais acessivel do que os

existentes no mercado.

Palavras-chave: Bronquite Infecciosa das galinhas; glicoproteina S1; proteina

recombinante; Pichia pastoris; Escherichia coli.

2. INTRODUCAO

A bronquite infecciosa das galinhas (IB) € uma enfermidade altamente
contagiosa e de curto periodo de incubacdo, causada por um virus que pertence a
familia Coronaviridae, género Coronavirus (Cavanagh et al. 1997). O virus da bronquite
infecciosa (IBV) causa predominantemente lesGes respiratérias que se manifestam

clinicamente e invariavelmente por espirros e estertores traqueo-bronquiolares,
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podendo levar a sinais mais severos (Muneer et al. 1988; Dhinakar and Jones 1997).
Aves infectadas apresentam diminuicdo do desempenho e, consequentemente, perda
de peso e refugagem. Além disso, infec¢des bacterianas secundarias a infecc¢ao viral
causam grandes perdas econbémicas por condenacdo de carcacas devido a
aerossaculite (Cavanagh 2007; Mendonga et al. 2009).

O IBV possui genoma RNA de fita simples, ndo segmentado, com sentido
positivo e 27,6 Kilobases (Kb) de comprimento que codifica quatro proteinas estruturais
importantes: N (proteina do nucleocapsideo), S (proteina de superficie), E (proteina do
envelope) e M (proteina da membrana). E relevante destacar duas dessas proteinas,
consideradas de grande importancia para a imunidade das aves. Uma é a
nucleoproteina (N) que esta associada ao genoma viral para formar o nucleocapsideo,
formada por 409 aminoacidos com uma massa molecular de cerca de 50 KDa
(Macnaughton et al. 1977; Boursnell et al. 1985). Usualmente, tal proteina apresenta
alta identidade entre as diferentes cepas de IBV (91+96.5%), sendo uma proteina
bastante imunogénica e abundantemente expressa durante o processo de infeccao
viral (Williams et al. 1992). A glicoproteina S possui uma massa molecular de
aproximadamente 180 KDa (Cavanagh 1983) e apresenta duas fun¢des conhecidas:
possibilitar que o IBV ligue-se aos receptores celulares das células-alvo e viabilizar a
fusé@o entre as membranas viral e celular.

A glicoproteina S é dividida em duas porcbes, S1 e S2. A subunidade 2 (S2)
compreende cerca de 600 aminoacidos, possuindo importante atividade no
ancoramento da proteina S no envelope viral e também atuando na etapa de fuséo
entre as membranas viral e celular. A S1 é formada por cerca de 500 aminoacidos e
encontra-se exposta no envelope viral, 0 que a torna um importante, ou principal,
indutor da producdo de anticorpos neutralizantes frente ao IBV, sendo,
consequentemente, o principal alvo para o sistema imune do hospedeiro (Cavanagh
1983; 2007).

As variacoes em duas regides da subunidade S1 do envelope, chamadas
regides hipervariaveis podem dar origem a novos sorotipos. A capacidade de mutacao
e recombinacédo de IBV contribuem para o aparecimento de uma grande variedade de

sorotipos e subtipos de IBV, sendo os sorotipos Massachussets, Beaudette (cepa
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mutante derivada da cepa Massachussets), Connecticut e Arkansas o0s mais
conhecidos (Di Fabio and Rossini 2000).

Com relacdo ao diagnéstico laboratorial, sabe-se que o mesmo depende de
técnicas diretas envolvendo o isolamento e a identificagdo genémica ou fenotipica do
virus, e/ou de métodos indiretos destinados a deteccao de anticorpos especificos. As
técnicas sorolégicas objetivam, além do sorodiagnéstico, fazer também a avaliacdo da
resposta imunoldgica vacinal. Normalmente os métodos indiretos sdo realizados a
partir de Kits comerciais de ELISA, os quais sao importados e apresentam um custo
elevado para a sua utilizacdo com frequéncia.

Além disso, embora sejam bastante utilizados, os métodos de ELISA atualmente
existentes detectam anticorpos que reagem com todos os antigenos protéicos do IBV
e, obviamente, ndo discriminam aqueles anticorpos que interagem com o0s sitios
antigénicos mais especificos e relevantes como os que estéo localizados, por exemplo,
na subunidade S1. Nesse sentido, & de grande interesse a utilizagdo da glicoproteina
S1 como principal antigeno quando se trata de diagnostico e avaliacdo de resposta
vacinal, uma vez que é a principal indutora de resposta imune nas aves infectadas
(Ignjatovic et al. 1994).

A producdo de proteinas recombinantes € uma alternativa que tem chamado
atencao de varios pesquisadores. Sistemas de expressao em eucariotos e procariotos
ja sé@o conhecidos e tém sido bastante utilizados para a expressao de proteinas.

As leveduras, tanto Pichia pastoris como Saccaromyces, sdo sistemas que
apresentam grandes vantagens para expressao de proteinas heterélogas. Apresentam
um elevado crescimento, de simples manipulacdo, e também capazes de produzirem
proteinas heterologas de forma segura e mais barata que sistemas bacterianos ou
mamiferos. A P. pastoris é capaz de processar a maioria das modificacbes pos-
traducionais, incluindo processamento proteolitico e glicosilacdo, conservando
caracteristicas antigénicas das proteinas originais, o que facilita sua aplicacdo em
ensaios diagndsticos e em vacinas de subunidade (Cereghino and Cregg 2000).

Entretanto, tal metodologia foi empregada para um numero bem menor de
patégenos virais se comparada com aquela que utiliza os sistemas de hospedeiros
procariotos como Escherichia coli, ou por meio de células de vertebrados ou

invertebrados. As bactérias, principalmente a E. coli, sdo hospedeiras mais comumente



28

utilizadas para expressdo de proteinas recombinantes. A E. coli € o microorganismo
mais bem estudado e explorado na atualidade (Lugovskaya et al. 2006). O profundo
conhecimento da sua fisiologia e organizacdo genética permitiu que fossem
desenvolvidas e aprimoradas diversas técnicas de manipulagdo genética (Ndifuna et al.
1998). No entanto, ndo possuem sistema de endomembranas e nao realizam
modificacbes poés-traducionais, o que pode impedir o correto processamento de
proteinas heterdlogas (Cregg 1999).

Em vista da importancia do IBV na avicultura e da caréncia de diagndstico
laboratorial e monitoramento imunoldgico, propbs-se a expressao da proteina S1 em P.
pastoris e E. coli, como uma alternativa interessante para a producao de antigeno que
possa ser utilizado para monitoramento vacinal das aves e também um antigeno que
seja adequado para utilizacdo em diagnostico sorologico. O objetivo deste trabalho foi
clonar e expressar o gene que codifica a proteina de superficie S1 da estirpe M41 do
IBV em P. pastoris e E. coli visando o emprego destes antigenos no imunodiagnostico

da bronquite infecciosa das galinhas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pichia pastoris

3.1.1 Propagacéao viral e preparacdo do RNA
Uma amostra brasileira com o mesmo perfil da cepa Massachussets 41 (M41-

CNPSA — EMBRAPA - Concordia, SC) do IBV foi propagada em ovos embrionados
SPF com 9 dias de incubacéo, na cavidade cdrioalantoide (CA), sendo o liquido colhido
e estocado a -70° C, até o momento do uso. O acido nucléico das amostras obtido de
suspensdes oriundas do liquido corioalantoide (LCA) foi extraido com a utilizagdo de

Trizol® LS Reagent (Invitrogen™), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

3.1.2 Amplificacdo do gene S1 por RT-PCR
A partir do RNA viral extraido da suspensao de LCA infectado com a amostra do

mesmo perfil da estirpe M41 do IBV, foi obtido o cDNA por transcricdo reversa (RT),
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usando oligonucleotideo randémico para, em seguida, ser amplificada pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) toda a orf do gene da glicoproteina S1. Com base na
sequéncia do gene da proteina S1 da estirpe M41 do IBV (“GenBank” n° de acesso -
M21883) foram desenhados os primers forward e reverse para a completa amplificacao
do gene que codifica para a proteina desejada. Sitios de clivagem para EcoRI e Kpnl
foram introduzidos no primer foward (5’- CGGAATTCCTGCTTTGTATGACAGT - 3) e
reverse (5 — CCGGTACCTTAATGTAAAACTGG - 3’), respectivamente.

A PCR foi realizada em uma solugédo com volume final de 50 pl, contendo 0,2 mM
de dNTPs, 2 unidades de Tag DNA Polimerase, MgCl, a 3,5 mM, Buffer 1X, 5 M de
Betaine e 0,2 pmol de cada primer. A essa solucdo foi adicionado 3 pl de cDNA,
submetendo a uma desnaturacéo inicial de 95°C por 7 minutos, 70°C por 1 minuto, 45
ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 4 minutos, com extensao
final de 72°C por 10 minutos.

3.1.3 Clonagem do gene da glicoproteina S1
O produto amplificado foi purificado através do GFX PCR DNA e Gel Band

Purification Kit (GE Healthcare, USA), de acordo com as especificacdes do fabricante.
O produto da PCR e o vetor de expressdao em P. pastoris, pPICZaB, foram digeridos
com enzimas de restricdo Kpnl e EcoRlI, e entdo ligados com T4 DNA - ligase. O
produto da ligacéo foi utilizado para transformar, por choque térmico, a cepa TOP10F
de E. coli. Os transformantes foram selecionados em placas com meio Luria Bertani
(1% de triptona, 0.5% de extrato de levedura, 0.5% de NaCl e 2% de Agar) contendo

25 pug mL™* de zeocina.

3.1.4 Sequenciamento do DNA
Um clone recombinante foi submetido ao sequenciamento para confirmar o

inserto. O sequenciamento foi realizado em MegaBACE 500 DNA sequencer (GE
Healthcare) pelo uso de DYEnamic™ ET 4 Terminator Cycle Sequencing kit (GE
Healthcare). Os primers utilizados na amplificacdo do gene foram utilizados também no
sequenciamento, assim como 0s primers para a sequéncia AOX 3’, EasySelect Pichia

Expression (Invitrogen).
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3.1.5 Transformacé&o de Pichia pastoris

O plasmideo recombinante pPICZaB/S1 foi propagado em E. coli, purificado e
posteriormente linearizado com a enzima de restricdo Pmel (New England Biolabs). A
precipitagio do DNA foi realizada de acordo com o manual
Invitrogen EasySelect Pichia Expression Kit. A cepa KM71H de P. pastoris com
fenétipo Mut®, foi cultivada em meio YPD (extrato de levedura 1% , peptona 2% e D-
glucose 2%) por 18 horas em agitador orbital a 28°C até a densidade Optica de
aproximadamente 1,3 a 600 nm. As células competentes foram preparadas,
transformadas por eletroporacdo (25F, 200,2 kV) com 10 pg de pPICZaB/S1
linearizado e ressuspendidas em Sorbitol 1 M. Apés 1 h de incubacdo em agitador
orbital (28°C e 200 rpm), 100 e 200 pl do volume de células foram espalhados em placa
de meio YPDS contendo 500 pug/mL de Zeocina (Invitrogen) e, por fim, incubados a
28°C durante 4 dias.

3.1.6 Colony blotting
As colbnias foram repicadas em meio BMMY e incubadas a 28°C por 6 dias,

sendo adicionado 0,5% de metanol absoluto a cada 24 h no topo das placas para a
inducdo da expressdo. No final da inducédo, as colonias foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose por 3 h a 28°C e as mesmas foram blogueadas com leite
em po6 0,5% diluido em PBS-T e incubadas sob agitacao leve. Apés, foram feitas quatro
lavagens com PBS-T e adicionou-se o anticorpo anti-histidina (Anti-6xHIS - Invitrogen),
deixando as membranas em agitacdo leve por 1 hora. Passado o periodo, novas
lavagens foram feitas e adicionado o conjugado anti-camundongo, que foi deixado
também em agitacdo por 1 h. As colénias recombinantes foram detectadas por
revelacdo com SIGMA FAST" DAB (Sigma-Aldrich), seguindo as instrucdes do

fabricante.
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3.1.7 Expresséao da S1 em Pichia pastoris
Um clone recombinante que demonstrou uma maior expressao no colony blot foi

selecionado para inducdo da expressdo em meio liquido, a fim de testar a inducdo da
expressdo em pequena escala no agitador orbital. Uma coldnia do clone recombinante
escolhido foi inoculada em baldo aletado com meio BMGY (1% de extrato de levedura,
2% peptona, 1,34% de YNB (Yeast Nitrogen Base), 4x10% de biotina, 1% de glicerol
e 100 mM Tampao Fosfato de Potassio, pH 6,0) e deixado em agitacdo orbital de 250
rpm a uma temperatura de 28°C por 24 h. Apds atingir uma densidade éptica de 20-30
em 600 nm, o cultivo foi centrifugado e as células ressuspendidas no mesmo meio
substituindo o glicerol pelo metanol (BMMY), reduzindo o volume em cinco vezes. A
inducdo da expressao foi realizada a 28°C com agitacdo de 250 rpm por 6 dias,
objetivando-se observar o melhor dia de expresséo da proteina. A cada 24 h, 0,5% de
metanol foi adicionado e o sobrenadante coletado para deteccédo da proteina S1 por
Dot blotting.

Para a tentativa de obter melhor expresséo da proteina S1, a mesma foi realizada
em biorreator de bancada (Bioflo 110, NBS), em cuba com capacidade de 12 L, sendo
o volume utilizado de 7 L. O in6culo foi preparado para atingir um volume de 10% do
volume de fermentacdo, em meio BMGY, sendo realizado em agitador orbital a 28°C,
100 rpm por 24 h. O meio de cultura utilizado na fermentacéo foi o Meio basal de sais
(Fermentation Basal Salts Medium — Invitrogen), com adicdo de anti-espumante (204
Sigma) em quantidades necessarias. O pH foi mantido em 5,0 por todo o periodo de
fermentacdo com adicdo de hidréxido de aménia. A fase de crescimento celular foi
realizada a 500 rpm, 1 vvm a 28°C, até o esgotamento de todo o glicerol do meio. A
fase de inducdo da expresséo da proteina com a utilizacédo de 0,5% de metanol iniciou
logo ap6s a exaustdo total do glicerol no meio de cultivo. O processo de inducéo foi
realizado a 28°C, 1vvm e 30% de oxigénio dissolvido, sendo a agitacao controlada pelo
oxigénio dissolvido, tendo limite maximo de 1000 rpm e minimo de 200 rpm. A inducéo
foi mantida por 5 dias e apds, o sobrenadante do cultivo foi centrifugado por 15min a
10.000 rpm. O pellet celular foi lavado com agua estéril e submetido a lise para a
extracdo da proteina celular total. Para tal, as células foram ressuspendidas em 100 pl
de tampédo de lise (50 mM fosfato de sédio monobasico, pH 7,4, 1 mM EDTA, 5%

glicerol, 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila -PMSF) e foi adicionado igual volume de
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“glass beads acid-washed 425-600 uM” (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). A
suspensao foi agitada em vortex por 30 minutos, alternando-se 30 segundos em vortex
e 30 segundos no gelo. A lise foi sucedida de centrifugacdo a 12.000 g, 4° C, 10
minutos. O sobrenadante colhido foi submetido a dot blotting.

3.1.8 Dot blotting
Ao final da inducdo os sobrenadantes coletados dos cultivos em agitador orbital

foram centrifugados e 6 pl do mesmo foi testado em membrana de nitrocelulose como
descrito no colony blotting. Para o cultivo em biorreator, o sobrenadante resultante da

lise celular também foi submetido ao teste.

3.2 Escherichia coli

3.2.1 Construcdo do gene da glicoproteina S1
Para a expressdao em sistema procarioto, foi construido um gene sintético

baseado em sequéncias de amostras de campo nacionais da Embrapa Suinos e Aves
e em sequéncias internacionais depositadas no GenBank. Para tal, utilizou-se o
programa Vector NTI (Invitrogen®) para alinhar as sequéncias e construir o0 gene. Ao
gene consenso foram adicionados sitios de restricdo para as enzimas Xhol e Kpnl,
visando a clonagem direcional no vetor de expressdao em E. coli pAE. O gene foi

sintetizado pela empresa Epoch Biolabs (USA).

3.2.2 Clonagem do gene sintético da glicoproteina S1
Apoés liberacdo do gene sintético que estava clonado no vetor pUC19, mediante

digestdo com Xhol e Kpnl, o mesmo foi purificado do gel de agarose com GFX PCR
DNA e Gel Band Purification Kit. A clonagem no vetor pAE, previamente digerido com
Xhol e Kpnl, foi realizada ligagdo com T4 DNA - ligase (Invitrogen). O produto

resultante da ligacéo foi utilizado para transformar, mediante choque térmico, a cepa
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TOP10F de E. coli. Os transformantes foram selecionados em placas com meio Luria
Bertani (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl e 2% Agar) suplementado

com 100 pg mL™ de ampicilina.

3.2.3 Expressao em E. coli

Clones recombinantes foram usados para transformar por choque térmico as
cepas de expressdo E. coli pLYSS e Star. O produto da transformacao foi repicado
para meio LB contendo ampicilina com 100 pg/mL™ e cloranfenicol com 50 pg/mL™,
sendo deixado sob agitacdo de 200 rpm, a 37°C por 16 h. Apés esse periodo, o pré-
in6culo foi transferido para um novo meio LB com 100 pg/mL™* de ampicilina. O cultivo
de pLYSS também foi suplementado com 50 ug/mL™ de cloranfenicol. Quando a
densidade Optica dessas culturas atingiu aproximadamente 0,8 em um comprimento de
onda de 600 nm, a expressdo da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de
IPTG (isopropil R-D-1-tiogalactopiranosideo) na concentracdo final de 0,3 mM. As
culturas, depois da adicdo do agente de inducao, foram incubadas por mais 3 ha 37° C
e sob agitacdao de 200 rpm, sendo, ao final, submetidas ao processo de centrifugacéo
para obtencéo das células contendo a proteina.

Apo6s a identificacdo do melhor clone pelas técnicas de SDS-PAGE e Western
Blot, partiu-se para uma inducdo em larga escala. A transformacao foi nhovamente por
choque térmico com a cepa pLYSS, uma vez que os clones de Star ndo expressaram.
Um cultivo em 25 mL de LB com ampicilina e cloranfenicol nas mesmas proporcdes ja
citadas foi realizado por 16 h a 37°C. Passado este periodo, o cultivo foi transferido
para um volume de 500 mL de LB com os antibioticos necessarios e a inducéao foi feita

no momento em que foi atingida a D.O de aproximadamente 0,8 em 600 nm.

3.2.4 Purificacdo da S1 recombinante
Apés a inducdo da expressdo da proteina em larga escala, foi realizado o

processo de purificacdo da mesma. Para tal, o cultivo de 500 mL foi centrifugado a
10000 rpm, por 10 minutos a 4°C e o pellet ressuspendido em tampdo Akta Wash
(0,234% de NaH,POy, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazole), submetido a sonicacao

em sete ciclos de 20 segundos a 60 Hz e entdo centrifugado novamente. O
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sobrenadante foi armazenado e o pellet lavado com solugéo de PBS por trés vezes,
sofrendo centrifugagédo em cada intervalo das lavagens. Ressuspendeu-se o pellet final
em solucdo de Akta Wash com N-LauroylSarcosine (0,234% de NaH>PO4, 2,92% de
NacCl, 0,068% de Imidazole e 0,2% de Lauroyl) e deixou-se sob agitacdo na camara fria
por um periodo de 48 h. Passado esse tempo, o material foi novamente centrifugado
sendo o sobrenadante armazenado, e 0 pellet ressuspendido em tampéo Akta Wash
com uréia (0,234% de NaH;PO,4, 2,92% de NaCl, 0,068% de Imidazole e 0,36% de
Uréia), na qual permaneceu por dois dias em agitacdo na camara fria. O material foi
centrifugado e o sobrenadante armazenado, obtendo-se, ao final do processo de
purificacao, trés sobrenadantes (akta wash, akta wash N-LauroylSarcosine e akta wash
uréia), os quais foram analisados por SDS-PAGE para verificar em qual deles estava a
proteina S1 recombinante.

4. RESULTADOS

4.1 Pichia pastoris

4.1.1 Construcdo do vetor de expressao e transformacao de P. pastoris
O fragmento esperado de 1.540 pb (Fig 1) foi amplificado na reacdo de PCR

utilizando os primers desenhados para obtencdo do gene correspondente a regido
codificadora da S1. O vetor pPICZaB/S1 foi utilizado para transformar TOP10F de E.
coli, resultando em muitas colbnias, sendo que sete foram confirmadas como
recombinantes resistentes. Entdo, a cepa KM71H de P. pastoris foi transformada com o
pPICZaB/S1 linearizado, por eletroporacéo e, apés trés dias obteve-se muitas colonias
em placas de YPDS com 100 pg e posteriormente com 500 ug de Zeocina e com
adicdo de sorbitol apos 1 hora da transformacao.

Apés a transformacdo da P. pastoris nove colbnias foram selecionadas, sendo
sete confirmadas como recombinantes no PCR. Destas, uma foi escolhida para

expressao em meio liquido.
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4.1.2 Expressao da S1 em agitador orbital e biorreator
As sete col6nias que se destacaram no colony blot e confirmadas também por

PCR foram estocadas em glicerol 20% no freezer -70°C. O clone escolhido foi testado
para inducdo em pequena escala em agitador orbital para verificar tempo de expresséo
da proteina apds a inducdo. A proteina secretada foi detectada por dot blotting, no qual
o melhor resultado foi obtido com 96 h de inducdo (Fig 2). Um controle negativo,
KM71H néo transformada, também foi cultivada em BMGY e induzida com 0,5% de
metanol em BMMY.

A mesma coldnia induzida em agitador orbital foi cultivada em biorreator, no qual
foram feitas as coletas de cultivo induzido a cada 24 h. O dot botting demonstrou 6tima
expressdo da S1 dentro da célula, quando comparada a lise celular do controle

negativo (Fig 3).

4.1.3 Caracterizacao da glicoproteina S1
A técnica de dot blotting utilizando-se anticorpos de aves imunizadas com o 1BV

demonstrou forte reatividade da glicoproteina expressa, sugerindo potencial para ser
utilizada como antigeno. A reacdo foi comparada com antigeno da cepa KM71H néo

transformada, utilizada como controle negativo (Fig 4).

4.2 Escherichia coli

4.2.1 Construcdo do vetor de expressao e transformacao de E. coli
O gene sintético foi retirado do vetor pUC19 e ligado no vetor pAE com éxito,

obtendo-se, a partir da transformacdo em E. coli TOP10OF, muitas colbnias
transformantes (Fig 5). Dessas, quatro foram selecionadas para transformacdo e
inducdo da expresséo, as quais foram transformadas por choque térmico em cepa
pLYSS e foram analisadas por SDS-PAGE e Western Blot para verificar a expressao
da S1 (Fig 6).
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4.2.2 Expressao da S1 em Escherichia coli
Apos a escolha do clone que melhor expressou em pequena escala, foi feita a

inducdo da expressao em larga escala obtendo-se um pellet a partir do cultivo de 500
mL de LB. Verificou-se a expressdo de uma proteina de 57 KDa por SDS-PAGE, e
pode-se constatar que a proteina formou corpos de inclusdo que foram eficientemente

solubilizados com 6 M de uréia.

5. DISCUSSAO

Atualmente, imunoensaios de ELISA (indirect enzyme-linked immunosorbent
assay) utilizando o virus inteiro da IB s&o realizados mundialmente para medir os niveis
de anticorpos especificos contra IBV. No entanto, a producdo de IBV em ovos de
embrides de galinhas SPF ou culturas de tecidos, assim como a inativagao de
suspensao viral, a concentracdo e a purificacdo do antigeno para o0 ELISA sdo
procedimentos muito caros e trabalhosos. Em contraste, o uso de proteinas
recombinantes expressas em Escherichia coli ou leveduras como antigenos para teste
de diagnoéstico de IBV, como o ELISA, torna-se um processo muito mais barato e mais
conveniente (Chen et al. 2003; Gibertoni et al. 2005; Ndifuna et al. 1998).

A producdo de antigenos virais a partir de expressao de genes clonados
constitui um importante meétodo de preparo rapido de grandes quantidades de
antigenos altamente purificados que podem ser utilizados como reagentes de
diagnostico. Ha possibilidade de usar varios sistemas de expressdo baseados em
vetores plasmidiais tanto em procariotos, como E. coli, quanto em eucariotos como P.
pastoris e Sacaromyces, acrescendo-se, ainda, a possibilidade de serem usados
vetores virais, replicados em células de mamiferos ou de insetos (Chen et al. 2000).
Essas técnicas moleculares de clonagem e expressao de proteinas heterélogas
contribuem para a diminui¢cdo dos custos na producdo de imunoensaios, € minimizam
as reacoes cruzadas, resultando em maior acuracia no diagnostico e monitoramento.

Neste estudo foi demonstrado e possibilidade de clonagem e expressdo da
glicoproteina S1 em sistema procarioto e eucarioto com éxito. Com a levedura P.

pastoris, obteve-se varios clones recombinantes com utilizacdo do vetor pPICZaB
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(Invitrogen), porém, apenas um deles se destacou na técnica de colony blotting. Com a
inducdo da expressao em agitador orbital, foi possivel verificar a presenca da proteina
no sobrenadante do cultivo, apresentando uma baixa eficiéncia de expressédo ao ser
comparada com outras proteinas ja expressas no mesmo sistema, como a
glicoproteina D do Herpesvirus Bovino tipo 5, descrito por Dummer et al. (2009).
Porém, ao utilizar a técnica de indugcdo em biorreator, observou-se que a proteina ndo
estava sendo secretada, pois somente foi detectada a presenca da proteina ao realizar
a lise das células.

A escolha das leveduras como sistema de expressao de genes heterélogos
deve-se ao fato de que se trata de microrganismos unicelulares eucaridticos capazes
de fazer o processamento pos-traducional dos polipeptideos expressos, adicionando-se
o fato de que a sua manipulacdo genética é relativamente mais facil (Romanos et al.
1992). Assim, seu ambiente intracelular € mais adequado para que ocorra o correto
dobramento, ou formacgéo da estrutura terciaria das proteinas virais (Faber et al. 1995).

Dificuldades para a secrecdo da proteina S1 recombinante no sobrenadante
pelo sistema P. pastoris, também foram relatadas na tentativa de producao da proteina
S1 recombinante de outro coronavirus, o virus da sindrome respiratoria aguda severa
(SARS), utilizando pPIC9K como vetor (Lu et al. 2006). Mais recentemente, Gongalves
et al. (2010) na tentativa de expressar a S1 do IBV em linhagem GS115 de P. pastoris,
observou que a proteina ndo foi secretada no sobrenadante do cultivo, e estava
presente no extrato celular. Ao estudar a expresséo da proteina N do IBV tanto em P.
pastoris como em E. coli, Gibertoni et al. (2010) também observaram uma baixa
eficiéncia da expressdo em levedura, ao contrario do sistema bacteriano que
demonstrou vantagens consideraveis na expressao da mesma proteina.

A expressao da proteina recombinante em E. coli, foi rapida e houve facilidade
da recuperacdo da proteina da célula, mostrando-se de alta eficiéncia. A E. coli ja é
bastante conhecida e bem estudada por muitos pesquisadores, porém a proteina que
resulta da expressdo nesse sistema ndo sofre glicosilacdo, acaba perdendo sua
conformacao original, ao contrario das proteinas produzidas em P. pastoris que, por
sua vez, é capaz de processar a maioria das modificacbes pos-traducionais, incluindo
processamento proteolitico e glicosilacdo, conservando caracteristicas antigénicas das

proteinas originais, o que facilita sua aplicacdo em ensaios diagnosticos e em vacinas
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de subunidade (Cereghino and Cregg 2000). Contudo, Wang et al. (2002) realizaram a
expressdo de S1 em E. coli e demonstraram que a proteina fusionada possui alta
reacdo cruzada entre diferentes sorotipos de IBV e o ELISA com essa proteina
demonstrou-se ser adequado, econdmico e um método eficaz para deteccao de
anticorpos contra IBV.

A proteina S1 pode ser expressa com sucessO em sistema procarioto e
eucarioto. Futuramente as proteinas S1 expressas em P. pastoris e E. coli serdo
caracterizadas e testadas contra soros de aves imunizadas e ndo imunizadas com 1BV

e outros virus, e avaliadas para uso em testes do tipo ELISA.
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6. FIGURAS

1500 pb  — -

1540 pb

Figura 1. A) Amplificacdo do fragmento de 1540 pb correspondente a glicoproteina S1. M:
marcador Ladder 100 pb, 1. Gene S1, 2: Controle negativo. B) Esquema representativo do
genoma completo do IBV. Fonte: OLIVEIRA, A. P. (2008).

Proteinas
controle

24 h 48 h 72 h 9% h 120 h

Figura 2. Dot Blotting da indu¢do em meio liquido BMMY do clone de
S1 com diferentes dias de inducg&o. A: Controle positivo, B: controle
negativo e C: S1



24h 48 h 72 h 96 h 120 h

Figura 3. Dot blotting da lise celular do cultivo em
biorreator. A: Inducdo da S1, B: Inducdo de KM71H néo
transformada (controle negativo).

Diluigdo 1:50 Dilui¢do 1:100

Soro A

Soro B

Soro C

Soro D

Figura 4. Dot blotting para caracterizacdo da
glicoproteina S1 recombinante frente a diluicdes
(1:50 e 1:100) de soros de aves imunizadas com a
cepa M41 de IBV.
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Figura 5. Clones recombinantes de E. coli em vetor pAE. M: marcador
Ladder 100 pb, 1: vetor pAE, 2-10: clones recombinantes

58 kDa —»

Figura 6. Western Blotting da inducdo de expressdo dos
clones de E. coli. M: Proteina M com 58 KDa, 1,3,5 e 7: clones
induzidos overnight; 2,4,6 e 8: clones induzidos por 3 h e 9:

Controle negativo
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3. CONCLUSAO

O estudo realizado demonstrou que a glicoproteina S1 pode ser expressa tanto
em levedura P. pastoris como em sistema bacteriano de E. coli. Isso confirma que a
expressdo de proteinas heterélogas € uma alternativa viavel na obtencdo de antigenos
virais purificados. A expressao da glicoproteina S1 possibilitara que futuros estudos
sejam realizados com esta proteina recombinante, tais como a otimizacdo da sua
expressdo em P. pastoris, padronizando o procedimento e a avaliagdo imunogénica,
através de experimentos de utilizacdo da proteina como antigeno em diagnosticos
sorologicos, bem como a comparacdo de dois sistemas diferentes, procarioto e

eucarioto, a fim de verificar a melhor proteina obtida.
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