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RESUMO

Variacdes genética e antigénica sao observadas com frequéncia elevada entre estirpes do VBIG
e envolvem principalmente a glicoproteina S1. Com o objetivo de contribuir com a disponibilidade
de ferramentas para o imunodiagndstico e a imunoprofilaxia da bronquite infecciosa das galinhas
foi desenvolvida uma metodologia para expressao recombinante da glicoproteina S1 na levedura
Picchia pastoris. O cDNA do gene codificador dessa proteina foi obtido a partir de RNA viral de ovos
embrionados infectados com a estirpe M41 do VBIG submetido a transcri¢ao reversa (RT) e reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), amplificando-se a sequéncia codificadora de S1 acrescida de extremi-
dades compativeis com a clonagem no vetor usado na transformacao de leveduras. A indugdo com
metanol resultou na producao de uma proteina detectada como banda tnica do tamanho previsto,
em western-blot, no lisado celular das leveduras transformadas. A expressao em P. pastoris mostrou
ser um método eficaz para a produgao recombinante da proteina S1 do VBIG, com potencial para
utilizacdo em técnicas de imunodiagndstico da bronquite infecciosa das galinhas.
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ABSTRACT

CLONING AND EXPRESSION IN PICHIA PASTORIS OF THE S1 GLYCOPROTEIN GENE
OF THE CHICKEN INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS. Genetic and antigenic variation are very
frequently observed among IBV strains and affect mainly the S1 glycoprotein. In order to contribute
to the availability of tools for immunodiagnosis and immunoprophylaxis of chicken infectious
bronchitis we developed an expression system for production of recombinant S1 glycoprotein in
Pichia pastoris. We obtained the cDNA from viral RNA on embryonated eggs infected with the M41
strain of IBV, by reverse transcription (RT) and polymerase chain reaction (PCR), amplifying the S1
coding sequence with extremities compatible with the vector used to transform yeast. Induction
with methanol led to the production of a protein with the predicted molecular weight that was
detected by Western blot in the cell lysate of transformed yeast. Expression in P. pastoris proved
to be an effective method for recombinant production of S1 protein from IBV, with potential for
use in immuno-diagnosis of chicken infectious bronchitis virus.

KEY WORDS: IBV, S1 glycoprotein, spike protein, Pichia pastoris.

INTRODUCAO incluindo processamento proteolitico e glicosilacao,

conservando caracteristicas antigénicas das proteinas

A levedura Pichia pastoris constitui um dos
sistemas mais utilizados e bem sucedidos para a
expressao heter6loga de proteinas, seja paraemprego
em pesquisa, seja para producdo industrial. Uma
caracteristica marcante dessa levedura é o fato dela
combinar a capacidade de crescer a altas densidades
celulares em meio minimo, com a capacidade de
secretar proteinas heterélogas eficientemente, com
pequena secrecdo de proteinas enddgenas (REsINA
et al., 2005). Além disso, essa levedura é capaz de
processaramaioria das modificagdes pé-traducionais

originais, o quefacilita suaaplicagdo em ensaios diag-
nosticos e em vacinas de subunidade. (CEREGHINO;
CRrEGG, 2000).

P. pastoris ja foi usada eficientemente para a
producao de diversas proteinas virais como a gli-
coproteina D do Herpesvirus Bovino I (Znu et al.,
1999), o antigeno nuclear dos virus das hepatites B
e C (WATEeLET et al., 2002; Rivero et al., 2002), a pro-
teina Gag do virus da Imunodeficiéncia Humana
tipo 1 (HIV-1) (JiaNG et al., 2005), a glicoproteina de
envelope do virus da dengue tipo 2 (WEt et al., 2003)
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e a proteina VP2 do virus da doenga infecciosa da
bursa (Wu et al., 2005).

A proteina S1 do Virus da Bronquite Infecciosa
das Galinhas (VBIG) é a principal indutora da res-
posta imune protetora contra a infeccdo e é um dos
principais antigenos alvo de testes de imunodiag-
noéstico paraidentificagdo e caracterizagdao deisolados
(KocHet al., 1990). Ja foram produzidas preparacdes
recombinantes da proteina S1 utilizando batatas
transgénicas (ZHou et al., 2003), adenovirus (JOHNSON
etal.,2003), baculovirus (SoNG et al., 1998) e poxvirus
(WANG et al., 2002).

Em vista da importancia do VBIG em sanidade
avicola e da caréncia de meios rapidos, precisos e
acessiveis de diagndstico laboratorial da infecgdo,
propds-se a expressao da proteina S1 em P. pastoris,
que pode constituir umaalternativa interessante para
aproducao desse antigeno. O objetivo deste trabalho
foi expressar o gene da proteina de superficie S1 da
estirpe M41 do VBIG em um sistema de levedura
P. pastoris, para emprego como antigeno no imuno-
diagndstico da bronquite infecciosa das galinhas.

MATERIAL E METODOS
Propagacio viral

A estirpe M41 do VBIG (2% passagem de
25/6/2007, gentilmente cedido pelo Centro Na-
cional de Pesquisa de Suinos e Aves, CNPSA da
EMBRAPA, Concérdia, SC, Brasil) foi propagadana
cavidade alantoide de ovos embrionados, livres de
patégenos especificos (SPF) (fornecidos por Merial
Satide Animal com 1 dia de incubagéo), através do
protocolo recomendado por GELB (1998). Apds 36
horas da inoculacao, os ovos foram resfriados a 4°
C por, no minimo, 4 horas e o liquido alantoide foi
colhido e centrifugado a 3.000 g, 4° C por 10 min,
para clarificacao, sendo armazenado a -70° C até o
momento do uso.

Clonagem do gene da proteina S1

O RNA total da estirpe M41 presente no liquido
alantoide clarificado foi extraido com o reagente
Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), deacordo
com asrecomendacdes do fabricante. Para a obtengdo
da open reading frame (orf) correspondente a S1 na
transcricao reversa (RT) e na reacdo da polimerase
em cadeia (PCR), foram projetados os oligonucle-
otideos iniciadores de sentido positivo (5-CAC-
GTGATGTTGGTAACACCTCTTTT-3’) e negativo
(5"-CCGCGGAGAACGTCTAAAACGACG-3),com
base na sequéncia da estirpe M41 (GenBank n° de
acesso-M21883), com a adicao de sequéncias de si-
tios de restricdo nos seis nucleotidios 5" terminais.

O gene foi amplificado a partir do cDNA obtido
na RT , utilizando-se os primers acima e a enzima
“Platinum Taq DNA Polymerase - High Fidelity”
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) no termociclador
LightCycler (BIO-RAD, Hercules, CA, USA), com
o seguinte perfil térmico: 95° C por 5 minutos; 30
ciclos de 94° C por 1 minuto, 56° C por 1 minuto e
72° C por 2 minutos; seguido de 72° C por 10 minu-
tos. O produto amplificado no tamanho esperado
(1.613 pb) foi separado por eletroforese em gel de
agarose (1% em tampao TBE 0,5%), purificado com
“GFXPCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA), de
acordo com as instrugdes do fabricante, e clonadono
vetor pGEM-T Easy (Promega Corporation, Madi-
son, WI, USA), que foi usado para a transformacao
de Escherichia coli da linhagem DH10b, sendo os
transformantes cultivadosem meio LB (1% Triptona,
0,5% Extrato de levedura, 1% NaCl) com 50 pg/mL
de ampicilina e glicerol 40%. Preparagdes de DNA
plasmidial obtidasa partir dos clones transformantes
foram digeridas com as enzimas PmL I e Sacll, para
verificacdo da presenca de plasmideos contendo o
inserto do gene S1. O inserto clonado foi isolado
através de digestdo comas mesmasenzimas, eligado
ao vetor pFLDa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
usado para clonagem de E. coli da linhagem DH10b.
Os clones foram submetidos ao sequenciamento,
utilizando “Big Dye Terminators” (Perkin Elmer),
para confirmar a identidade do produto clonado a
ser posteriormente inserido no vetor de expressao.O
plasmideo recombinante obtido foi linearizado com
aenzima Clal (New England BioLabs, Ipswich, MA,
USA) e utilizado para transformacao de Pichiapastoris
linhagem GS115 por eletroporagdo no Gene Pulse 11
(Bio Rad, Hercules, CA, USA) com posterior selecao
dos transformantes em meio YPD soélido (Yeast
extract, Peptone, Dextrose Médium - 1% extrato de
levedura, 2% peptona, 2% glicose, 2% agar) com 100
mg/mL de zeocina.

Expressao recombinante da proteina S1 em
Pichia pastoris

Todos os cultivos foram feitos sobagitagao orbital
a 250 rpm, 30° C e iniciados com um pré-inéculo
em 5 mL de YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose
Medium - 1% extrato de levedura, 2% peptona, 2%
glicose) cultivado por 16-18 horas.

Oinéculo foi centrifugado eas célulasressuspen-
didas em meio minimo (Minimal Ammonium Sulfate
Medium - 1,34% Yeast Nitrogen Base without amino
acids, 0,02% Biotina, 1% Sulfato de amonio, 0, 004 %
Histidina) suplementado com glicerol 2% (MGA -
Minimal Glicerol with Ammonium Sulfate Medium),
no qual permaneceram sob agitagdo por 36 horas.
A inducdo da expressdo deu-se apds a centrifuga-
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¢ao e ressuspensdo da cultura em meio minimo
suplementado com metanol 1% (MMA - Minimal
Methanol with Ammonium Sulfate Medium) no qual
permaneceramsob agitacao por 96 horas comadigao
de 1% de metanol a cada 24 horas.

Separacao das proteinas da levedura recom-
binante

As culturas foram centrifugadas por 3 minutos
a 14.000 g para separar o sobrenadante das células.

Paraaextracdo da proteinacelular total as células
foram ressuspendidas em tampdo de lise (50 mM
fosfato desédiomonobasico, pH7,4,1mMEDTA, 5%
glicerol, 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonila -PMSF)
e centrifugadas a 3.000 g, 4° C por 10 minutos. As
células foram novamente ressuspendidas em 2 mL
de tampao de lise e foi adicionado igual volume de
“glass beads acid-washed 425-600 pM” (Sigma-Aldrich
Corp., St. Louis, MO, USA) em tubos tipo falcon de
15 mL. A suspensdo foi agitada em vortex por 60
minutos, alternando-se um minuto em vortex e um
minuto no gelo. A lise foi sucedida de centrifugagao
a12.000 g, 4° C, 10 minutos. O sobrenadante colhido
foisubmetidoaeletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS e western-blot.

As proteinas secretadas no sobrenadante da cul-
tura foram concentradas com polietileno glicol (PEG)
8.000 e NaCl. O volume do sobrenadante foi medido
e, sobagitacdo suave foiadicionado 2,7 % do volume
em massa de NaCl e 8,7% de PEG 8.000. Ap6s dis-
solucao completa do PEG e do NaCl o sobrenadante
permaneceusobagitacao porlha4°Ceem geladeira
por 16-18 horas. As proteinas foram sedimentadas
por centrifugacdo a 10.000 g, por 30 minutos e a 4°
C. O sedimento formado foi ressuspendido em 200
uL detampao TEN (0,1M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH
8,0, 1 mM EDTA pH 8,0) pH 7,4 adicionado de 25
uL do inibidor de protease PMSF 10 mM.

Asproteinas obtidas do lisado celular e do sobre-
nadante concentrado da cultura foram quantificadas
(BRADFORD,1976).

Anilise da Proteina S1 Expressa por Eletroforese
em gel de poliacrilamida SDS e western-blot

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) foirealizada aos pares, em géis deseparagdoa
9% (LaEmmL, 1970). As bandas foram detectadas, em
um dos géis, por meio da coloragdo com Coomassie
Blue (HarLow; LANE, 1988) e 0s polipeptideos do outro
gelforameletrotransferidosem cuba timida parauma
membrana de PVDF (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, USA). A membrana foi submetida
alavagens com dgua deionizada, bloqueada com 10
mL de PBS (Salina tamponada com fosfato: 0,01 M
tampao fosfato; 2,7 mM KCI; 137 mM NaCl; pH 7 ,4);

5% deleiteem p6 desnatado (LPD)e0,02% Tween-20,
sob agitacdo suave por uma hora, a temperatura
ambiente (TowsiNetal., 1979) einicialmente incubada
com anticorpo monoclonal antipoli-histidina (GE
Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) na
diluicao 1:500 em tampao PBS 0,01M contendo 5%
LPD e 0,02% Tween-20, sob por uma hora e lavada
com PBS e PBST (Salina tamponada com fosfato +
1% Tween). O anticorpo conjugado com peroxidase
(coelho anti-IgG de camundongo) (GE Healthcare
Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) na dilui¢do
1:500 em PBS-LPD 5% foi utilizado para revelar
a interacdo antigeno-monoclonal por incubagdo
durante uma hora. Na reagdo com soro policlonal,
a membrana foi incubada com um pool de soros
de aves de postura com 20 semanas de idade e que
haviam recebido quatro imunizac¢des com a vacina
atenuada da estirpe H120 do VBI na dilui¢ao 1:100
durante 12 horas e apds as lavagens foi adicionado o
anticorpo conjugado anti-IgG de galinha com a per-
oxidase (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX), na
diluicao 1:200 em PBST, permanecendo sob agitacao
por mais 12 horas. As membranas foram novamente
lavadas com PBS e PBST e o desenvolvimento da cor
foi obtido ap6s a adi¢do da mistura do cromégeno
e substrato contendo dietil-amino-etil-benzidina
(0,7 mg) e peréxido de hidrogénio - uréia (1,6 mg)
(FAST DAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
sendo a reagdo de coloragdo interrompida por meio
de lavagem com agua deionizada. As membranas
foram dessecadas em temperatura ambiente e con-
servadas em local escuro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma limitagdo importante para tornar disponivel
reagentes para testes sorolégicos aplicados ao diag-
noéstico de patdégenos como o VBIG é a necessidade
de preparacdes purificadas de virus, o que requer
a propagagdo em grandes volumes de liquido alan-
toide e o processamento do antigeno por técnicas
demoradas, trabalhosas e muito onerosas, como
ultracentrifugacdo em gradientes (Loa et al., 2004).

A expressdo de genes clonados constitui um
importante método de preparo de grandes quanti-
dades de antigenos virais altamente purificados. Ha
possibilidade de usar varios sistemas de expressao
baseados em vetores plasmidiais tanto em proca-
riotos, como E. coli, quanto em eucariotos como
leveduras acrescendo-se, ainda, a possibilidade de
serem usados vetores virais derivados de Poxvirus
ou Baculovirus, replicados em células de mamiferos
ou de insetos. (CHEN et al., 2000).

A clonagem do gene da proteina S1 do VBIG no
sistema pFLDa. -P. pastoris foi realizada com a uti-
lizagdo de iniciadores especificos para as sequéncias
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de nucleotideos flaqueando as regides 5" e 3’ da orf
do gene S1 da estirpe M41 permitindo a obtencdo
de todo o segmento génico codificador no tamanho
esperado de 1613 pb (Fig. 1).

1650 pb

1000 pb

Fig. 1 - Eletrofotograma do produto amplificado, com
os iniciadores especificos para S1, e purificado. (1) TM
tamanho molecular : “1kb Plus DNA ladder” (Invitrogen,
Carlsbad, CA. USA), (2)Segmento amplificado do gene
da glicoproteina S1.
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O sequenciamento do inserto de clones trans-
formantes de E. coli com as constru¢des em pFLDa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) revelouidentidade
total com aquela do gene S1 da estirpe M41 do VBIG
disponivel no GenBank sobnimero de acesso M21883
(dados ndo mostrados). Uma destas preparacdes de
DNA plasmidial foi linearizada e usada na transfor-
macdo de P. pastoris e entre os clones transformantes
da levedura um foi escolhido para ser submetido a
inducdo com metanol.

A anélise por SDS-PAGE do extrato celular da
cultura induzida mostrou a presenga de uma banda
com peso molecular estimado em 90kDa, juntamente
com vdrias proteinas da levedura. O western-blot
revelou uma tnica banda marcada pelos anticorpos
monoclonais antipoli-histidinano tamanho esperado,
fornecendo evidéncia de expressao recombinante da
proteina S1 em fusdo com a cauda de poli-histidina,
conforme mostrado na Figura 2. A reacdo com soro
de aves de postura contendo anticorpos policlonais
contra o VBIG evidenciou que a proteina S1 expressa
no sistema recombinante apresenta epitopos em
comum com a proteina S1 do préprio VBIG, apesar
da presenga de outras bandas dadas por rea¢des ines-
pecificas a proteinas do extrato celular da levedura,
visto que o material ndo foi submetido a purificagdo.
O tamanho molecular observado é compativel com o
daglicoproteinaS1 contendoacaudadepoli-histidina,
pois ha aminoacidos adicionais junto a extremidade
C-terminal acarretando massamolecularligeiramente
maior que a descrita para a proteina nativa do VBIG
(CavaNAGH, 1983).

(1)

2 O

&)

111kKda

—
59Kda

C

Fig. 2 - Proteinas em lisado de Pichia pastoris transformadas com pFLDaS1 e em concentrado de Liquido Cério Alantoide
infectado com a estirpe M41 do VBIG (A) SDS-PAGE: coloracdao Coomassie blue ; (B) western-blot com anticorpo anti-His
(GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, NJ, USA). Canaletas: (1) Marcador de peso molecular (Invitrogen, Carlsbad,
CA. USA), (2) Concentrado de Liquido Cério Alantoide infectado com VBIG M41, (3) Extrato celular da linhagem re-
combinante apés 96 horas de indugdo com metanol; (C) western-blot com soro policlonal de aves vacinadas com VBIG.
Canaletas: (1) Marcador de peso molecular (Bio Rad, Hercules, CA. USA), (2) Lisado celular da linhagem recombinante
ap6s 96 horas de indugdo com metanol, (3) Extrato celular de Pichia pastoris ndo transformada com pFLDa (Invitrogen,

Carlsbad, CA. USA).

Arg. Inst. Biol., Sao Paulo, v.77, n4, p.609-615, out./ dez., 2010



Clonagem e expressao do gene da glicoproteina S1 do virus da bronquite infecciosa das galinhas em Pichia pastoris.

102
76

Fig. 3 - Cinética de produgdo recombinante da proteina S1, no lisado celular, por células de um clone transformante de
Pichia pastoris com pLDaS1 com deteccao por western-blot utilizando anticorpo anti-His (GE Healthcare Life Sciences,
Piscataway, NJ, USA). Canaletas (1) Marcador de peso molecular (Bio Rad, Hercules, CA. USA), (2) 6h inducao, (3)
12h, (4) 24h, (5) 36h, (6) 48h, (7) 60h, (8) 72h, (9) 84h, (10) 96h, (11) Marcador de peso molecular, (12) 108h de indugao,

(13) 120h de indugéo.

Durante a otimizacdo do procedimento de ex-
pressdoforamrealizadas coletas de proteina dafracao
celular e da fracdo secretada, a 24h, 48h, 72h, 96h,
108h e 120h de indugdo para analisar a cinética da
secregdo da proteina expressa. Os extratos obtidos
nesses tempos de inducao foram submetidos a SDS-
PAGE e western-blot, verificando-se que somente o
lisado celular a 96h de inducao apresentou a banda
proteica do tamanho esperado (aproximadamente
90kDa), detectada por anticorpo monoclonal antipoli-
histidina (Fig. 3).

O sistema adotado nesse estudo é indicado para
a expressao recombinante da proteina secretada no
sobrenadante das culturas, mas a proteina S1 nao
foi detectada sob essa forma, nem nas culturas em
pequeno volume com meio minimo, nem em meio
rico BMY (Buffered complex medium with histidine - 1%
yeast extract, 2% peptone, 100 mM phosphate buffer
PH 6,0;1,34% Yeast Nitrogen Base without amino acids,
0,02% Biotina, 1% Ammonium sulfate, 0,004 % Histi-
dine) suplementado com glicerol1% (BMGY- Buffered
glycerol complex médiumuwith histidine) e posteriormente
com metanol 1% (BMMY - Buffered methanol complex
médium with histidine) no qual a quantidade de bio-
massa produzidafoisuperior (dadosndomostrados).
Pode-se supor que o nivel de expressdao em meio
minimo ndo tenha sido suficiente para a produgao de
quantidade detectdvel da proteinanosobrenadante, o
que tornarianecessario o cultivoem volumes maiores.
Por outro lado, a expressao de proteina em frascos
incubados sob agitacao orbital apresenta limitagoes
de volume, o que compromete a transferéncia de
oxigénio, que, por sua vez, interfere no consumo de
metanole, consequentemente naindugao daexpressao
(KHatrL; HOFFMAN, 2005; ZHANG et al., 2000).

A auséncia de deteccdo da proteina S1 no so-
brenadante pode ter decorrido de outro problema
associado a expressdo heteréloga de proteinas que
é a retengdo de parte do produto no interior das
células, o que ja foi verificado no caso da lipase de
Rhizopus oryzae (ResNa et al., 2005), do tripsinogénio
humano (Gasser et al., 2007) e de fragmentos de an-
ticorpos scFv (Gasser et al., 2006). O fendmeno pode
ser explicado pelo elevado estresse celular a que sao
submetidasasleveduras, quando umaalta expressao
de polipeptideos ndo é acompanhada de uma taxa
de processamento equivalente, o que forcaria as
proteinas a ficarem retidas no meio intracelular
(Gasser et al., 2006). Essa resposta é denominada
UPR (Unfolded Protein Response) e foi descrita para P.
pastoris por HOHENBLUM ef al. (2004) na expressao de
tripsinogénio. Uma consequéncia potencial dessas
limitacGes de processamento é aresposta de estresse
chamada ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated
Protein Degradation) (MATTANOVICH et al., 2004). WER-
NER et al. (1996) e HILLER et al. (1996) mostraram que
na ERAD os substratos retrotransportados para o
citosol sao conjugados com ubiquitina e destinados
a degradagdo.

A despeito da proteina recombinante ter sido
obtida somente no extrato celular e nao ter sido
secretada, conforme se esperava para a expressao
a partir do vetor pFLDo. (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), sua deteccao no western-blot permite prever
o seu potencial de aplicagdo como antigeno princi-
palmente em ensaios imunoenzimaticos.

Concluindo, a proteina S1 da estirpe M41 do
VBIG foi expressa eficientemente no lisado celular
de Picchia pastoris a partir de constru¢des em pFLDa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e pode ser futura-
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mente utilizada em técnicas de imunodiagndstico
da infeccdo pelo VBIG.
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