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Expressao da Proteina S1 Recombinante do Virus da Bronquite Infecciosa em

Saccharomyces cerevisiae para aplicacao no imunodiagnéstico

RESUMO

A glicoproteina de superficie (S) do virus da bronquite infecciosa (VBI) em aves; €
um alvo antigénico importante para a indugao de imunidade e como antigeno utilizado no
imunodiagnéstico da infeccdo causada por este virus. Nesse estudo, a forma
recombinante da subunidade S1 da glicoproteina S da estirpe M41 do VBI foi clonada e
expressa como proteina de fusdo contendo uma cauda de poli-histidina e o epitopo V-5
em células da levedura Saccharomyces cerevisiae. O gene codificador dessa proteina foi
amplificado a partir do RNA gendmico da estirpe M41 do VBI, por meio das técnicas da
reacdo de transcricdo reversa (RT) e da reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Foi
amplificada toda a sequéncia codificadora de interesse e fossem geradas extremidades
compativeis com a inser¢do no vetor pYES2.1/V5-His-TOPO. Este vetor foi usado na
transformacéo de leveduras, tendo sido obtidos os clones transformantes especificos
portadores do inserto génico. A expressao da proteina de fusao foi entdo induzida, em
células de S. cerevisiae, sendo produzida a proteina recombinante S1 de fusdo com peso
molecular 95 kDa. Essa proteina apresentou com uma elevada reatividade cruzada para
a proteina S do préprio virus, tal como demonstraram os resultados das analises pelo
Western blotting e ELISA. Essa proteina de fuséo foi, devido a presenga da cauda de poli-
histidina, prontamente purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel -
agarose e, posteriormente utilizada com sucesso no desenvolvimento de um método
indireto de ELISA para a detecc¢ao de anticorpos especificos de galinhas infectadas com o
VBI.

Palavras chaves: Glicoproteina S1, Virus da Bronquite infecciosa (VBI), Clonagem e
Expressao, Saccharomyces cerevisiae
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Expression of the S1 Protein from Infectious Bronchitis Virus in Saccharomyces

cerevisiae to immunodiagnosis application

SUMMARY

The surface glycoprotein of infectious bronchitis virus (IBV) is a important antigenic
target for the induction of immunity and as antigen in the immunodiagnosis of infection
caused by this virus. In this study, the gene of S1 glycoprotein of M41 strain of the IBV
was cloned and expressed as a fusion protein containing a poly-histidine and epitope V-
5 tags in the yeast cells of Saccharomyces cerevisiae. The S1 gene was amplified from
genomic RNA of the M41 strain of VBI, by reverse transcription (RT) and polymerase
chain reaction (PCR). The entire coding sequence of S1 gene was amplified and
inserted in the vector pYES2.1/V5-His-TOPO. This construct was used for transforming
yeast cells, and to obtain specific clones carrying the inserted gene. The expression of
the fusion protein was induced in transformed cells of S. cerevisiae, and a recombinant
S1 protein was produced with a molecular weight of 95 kDa. A high cross-reactivity with
the original S1 protein from the virus was detected by Western blotting and ELISA. The
presence of the poly-histidine tail in the fusion recombinant protein favored their prompt
purification by affinity chromatography in a column of nickel-sepharose. This
recombinant S1 protein was successfully used in the development of an indirect method
of ELISA for the detection of specific anti-IBV antibodies in chickens experimentally
infected or vaccinated with this virus.

Keywords: S1 glycoprotein, Infecctious Bronchitis Virus (IBV), Cloning and Expression,

Saccharomyces cerevisiae



I. INTRODUGCAO

O virus da bronquite infecciosa (VBI), patégeno causador da Bronquite
Infecciosa, dissemina-se com rapidez e facilidade entre as espécies de aves
susceptiveis, gerando uma infeccdo que acomete principalmente matrizes, galinhas de
postura e frangos de corte, nos quais provoca lesdes no trato respiratério e urogenital.
Além disso, a infeccao pelo VBI apresenta ampla distribuicdo mundial, ocasionando
grandes prejuizos a atividade avicola industrial.

Os surtos da infeccdo provocados por este virus ocorrem com elevada
freqiéncia ao longo do ano. Esse virus possui elevada variabilidade genética e
antigénica em decorréncia das mutacdes e recombinacées. No campo, isso leva a um
isolamento continuo de novas estirpes variantes desse virus, causando a quebra da
imunidade conferida pelas estirpes vacinais.

O alvo principal das variagées genéticas é a glicoproteina S. Essa proteina sofre
alteragdes na composicao de seus aminoacidos que estao localizados em determinadas
seqliéncias associadas com variagdes antigénicas imunogénicas relevantes
determinadas pelos testes de virus neutralizacdo e pelo ensaio de protectotipos. Ainda,
a glicoproteina S apresenta sitios importantes relacionados a adsor¢gédo com receptores
de células alvo de infeccao e sitios antigénicos, voltados a interacdo com anticorpos
neutralizantes ou inibidores da hemaglutinagéo.

A aplicacdo de meios mais rapidos para o diagnostico da bronquite infecciosa,
tem uma estreita dependéncia da utilizacao de técnicas soroldgicas que objetivam, além
do sorodiagnéstico, fazer também a avaliacdo da resposta imunoldgica vacinal. Dessa
forma as andlises sorolégicas sdao de enorme importancia para se conseguir um
controle mais efetivo dos surtos de infeccao pelo VBI, tanto nas criacbes de matrizes /
reprodutores, galinhas de postura, como de frangos de corte.

Dentre os varios testes sorologicos existentes para serem aplicados no
imunodiagnéstico do VBI, destacam-se os ensaios imunoenzimatico em fase sélida

(ELISA), que tém sido extensivamente usados, principalmente em razdo da



disponibilidade de kits comerciais dessa reacdo e de sua capacidade de gerar bons
indicadores dos niveis de anticorpos produzidos por aves infectadas ou vacinadas com
VBI, favorecendo, dessa forma, o monitoramento soroldégico do estado imune em
granjas onde € mantido um numero muito grande de aves. Ha, porém, algumas
limitacbes dos métodos atualmente existentes de ELISA, incluindo os kits comerciais
dessa reacdo, pois eles detectam anticorpos que reagem com todas os antigenos
protéicos do VBI e, obviamente, ndo discriminam aqueles anticorpos que interagem
com os sitios antigénicos mais especificos e relevantes como os que estao localizados,
por exemplo, na subunidade S1.

Sendo assim, a clonagem e expressao da glico-proteina S1 do VBI pode trazer
algumas vantagens para o preparo de antigenos a serem utilizados em testes
sorolégicos, tais como o0s ensaios imuno-enzimaticos, utilizadas soro-diagnéstico de
aves infectadas ou vacinadas a campo pelo VBI.

Com relagao a obtencao da subunidade S1 do VBI, a literatura revela que formas
recombinantes dessa glicoproteina podem ser produzidas com sucesso em sistemas
eucariotos de clonagem e expressdo, como sao os bindmios fowlpoxvirus - fibroblastos
de embrido de galinha, ou baculovirus - células de insetos, ou ainda vetor de
Agrobacterium spp. - células de batata.

As leveduras ja foram usadas como sistemas hospedeiros para a clonagem e
expressao de proteinas heteroldégas virais recombinantes. Entretanto, tal metodologia
foi empregada para um numero bem menor de patdgenos virais se comparada com
aquela que utiliza os sistemas de hospedeiros procariotos como E. coli, ou por meio de
células de vertebrados ou invertebrados.Assim, as células de levedura, como as do
género Saccharomyces e Picchia, possuem um conjunto significativo de vantagens e
apresentam um elevado crescimento, por serem econémicas e simples, € também
capazes de produzirem proteinas heteroldégas recombinantes de forma segura e mais
barata.

A possibilidade de fazer a clonagem, a expressdo e a caracterizagcdo da
glicoproteina S do VBI, abre perspectivas interessantes com grande potencial de ser

aplicada no imunodiagnoéstico da infeccdo causada por esse virus, ou no monitoramento



da imunidade humoral induzida apds a administracdo de vacinas contra a bronquite

infecciosa.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A BI causada pelo virus da bronquite infecciosa (IBV) é uma doenga de grande
impacto econdmico na avicultura (MOSCOSO ,et.al. 2005) devido a perdas decorrentes
de doencga respiratoria e/ou renal grave, queda de postura e alteragbes na qualidade
dos ovos. Além destes quadros da doencga, a partir do ano de 2003 no Brasil vém
ocorrendo novos surtos atipicos de Bl, associados com a apresentagdo de um novo tipo
de lesao caracterizado por degeneracdo e necrose da musculatura peitoral. Esta nova
apresentacdo da doenca sugere a ocorréncia de novas estirpes atipicas no Brasil, cujo
quadro de miopatia parece semelhante aos surtos causados por um novo sorotipo viral,
a exemplo dos virus conhecidos como 4/91(793B) primeiramente descritos por COOK
et al. (1984).

A bronquite Infecciosa foi observada pela primeira vez em 1930, no estado norte
americano de Dakota do Norte, sendo descrita por SCHALK e HAWN (1931). No Brasil,
foi diagnosticada primeiramente por HIPOLITO (1957).

Essa enfermidade configura-se como um grande problema para a avicultura
nacional ja que o Brasil € o maior produtor avicola do mundo (USDA, 2004) e o conjunto
das caracteristicas que envolvem a doenca revela a importancia de serem adotados
métodos de diagnostico rapidos e sensiveis, a fim de se poder adotar programas mais
efetivos de controle desta doenca.

O agente etiolégico da Bl é o Virus da Bronquite Infecciosa (VBI) que foi isolado
pela primeira vez em ovos embrionados, apds a inoculagdo da cavidade alantdide,
tendo sido constatado que ele pode causar lesbes embrionarias caracteristicas de
nanismo e enrolamento e apds sucessivas passagens por ovos embrionados podem
provocar um aumento da mortalidade do embrido (BEAUDETE e HUDSON, 1937).

O virus da bronquite infecciosa pertence a ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae e género Coronavirus (grupo lll) (CAVANAGH, 1997). Esse virus se

caracteriza por possuir envelope lipo-protéico e apresentar o capsideo com simetria



helicoidal e um didmetro do virion completo variando de 90 a 200nm. Ainda, as
particulas virais sdo pleomoérficas, embora predominem as formas esféricas e o virion
apresenta projecdes em sua superficie, as quais conferem um formato de coroa, por
isso o nome Coronavirus. O genoma do VBI é composto por uma fita de RNA simples,
nao segmentados, com polaridade positiva € 27,6 Kb de comprimento (BOURSNELL et
al., 1987). Trés diferentes genes sédo responsaveis por codificar as principais proteinas
estruturais deste virus, isto €, a glicoproteina de superficie S, a glicoproteina de matriz
M e a proteina de nucleocapsideo N. A glicoproteina S é clivada apos traducdo em
duas subunidades S1 (84 kDa) e S2 (92 kDa) (LAl e CAVANAGH, 1997).

O principal sitio de replicacdo do VBI sdo as células do sistema respiratério e as
principais lesdes e sinais clinicos produzidos pela infeccdo com esse virus sao
caracterizados por ronqueira, respiracao ofegante e descargas nasais. As lesbes
podem ser complicadas pela presengca de infeccdes bacterianas secundarias,
implicando na redug¢ao no ganho de peso, condenagao de carcagas de frangos de corte
e mortalidade devido ao desenvolvimento de aerossaculite, pericardite e perihepatite. O
virus também pode comprometer o sistema reprodutor, resultando na reducédo da
produga@o e comprometimento da qualidade interna e externa dos ovos, além do sistema
urinario, levando & quadros de nefrite-nefrose. Existem ainda os sorotipos
enterotrépicos, os quais sdo capazes de causar lesdes no intestino causando diarréia e
desidratacdo. A taxa de mortalidade € baixa em aves acima de 6 semanas de idade e
maior em aves jovens. (WANG, 1994)



Figura 1. Esquema contendo a organizagdo estrutural do virus da bronquite infecciosa. Séo
destacadas as proteinas estruturais: S, glicoproteina de superficie; N. proteina fosforilada de
nucleocapsideo, e a M, glicoproteina de membrana.

Figura 2. Esquema representativo do genoma completo do virus da bronquite infecciosa.

2.1. Glicoproteina S

Foi demonstrado que o gene da glicoproteina S consiste de aproximadamente
3400 a 3500 nucleotideos e codifica uma proteina de 1145 a 1157 residuos de
aminoacidos. Esta proteina é clivada apés tradugdo em S1, com 520 a 532 residuos de
aminoacidos, compreendendo desde a extremidade aminoterminal para uma regido

mais central da molécula e, em S2 com 625 residuos de aminodacidos, que se distribuiu



desde essa regiao mediana do polipeptidio S até a extremidade carboxi-terminal dessa
mesma molécula (NIESTERS et.al. 1986)

Um outro aspecto a respeito das propriedades genéticas do VBI é que a regiao
génica codificadora do polipeptidio S1 varia muito em sua composi¢ao de nucleotideos.
Tais variagdes estao principalmente agrupadas dentro de regides Hipervariaveis (HVRs)
desse gene, as quais coincidem principalmente com a codificagdo de residuos de
aminodacidos que compdem os sitios antigénicos mais relevantes do VBI (CAVANAGH
et al., 1984) .

Foi constatada a ocorréncia de uma extensa variabilidade no gene codificador da
glicoproteina S, o que acarreta o delineamento de regides mais variaveis, denominadas
hipervariaveis e que se distribuem ao longo da molécula dessa glicoproteina. Ademais,
com o auxilio de técnicas de inducdo de mutantes com determinados anticorpos
monoclonais neutralizantes contra o VBI, foram mapeados o0s principais sitios
antigénicos nessa glicoproteina. Dessa forma, foi verificado que a glicoproteina S
apresenta oito sitios antigénicos mais importantes, sendo que seis estao presentes na
subunidade S1, e sao identificados por S1- A/B/C; que se encontram sobrepostos e S1-
D, S1-E e S1-F. Ja, na subunidade S2, localizam-se mais dois sitios antigénicos S2-G e
S2-H. Foi relatado, também, que esses sitios antigénicos, com excec¢ao de S1-F e S2-
H, podem induzir a producdo de anticorpos virus-neutralizantes, sendo, portanto,
criticos na definicao dos diferentes sorotipos do VBl (CAVANAGH et al., 1984)

Em suma, deve ser destacado também que a subunidade S1 esta envolvida com
a infectividade viral e contém os principais epitopos virus-neutralizantes, os quais sao
constituidos por determinadas sequencias de aminoacidos que conferem a
especificidade de sorotipo a cada estirpe do VBI e, ainda, apresenta sitios responsaveis
pela atividade hemaglutinante desse mesmo virus (LAl e CAVANAGH, 1997;
CAVANAGH, 1995). A glicoproteina S1 se caracteriza ainda por apresentar uma
variabilidade acentuada em determinadas sequiencias de aminoacidos de sua estrutura,
fendbmeno este que foi identificado quando se fez a comparacdo dessas proteinas
provenientes de diferentes estirpes européias e também de algumas estirpes

pertencentes ao sorotipo Massachusetts (Mass) do VBI. Tais sequUencias sao



denominadas de regides hipervariaveis (HVR), tendo sido mapeadas 3 dessas regides
para a glicoproteina S1: a regido HVR |, que é delimitada pelos residuos 56-69 de
aminoacidos, a regiao HVR II, compreendida entre os residuos 117-131 de aminoéacidos
e a regiao HVR lll, que se estende do residuo 250 ao 386 de aminodacidos. Varios
estudos tém demonstrado que todas essas trés regides estao diretamente associadas
na interagdo com anticorpos virus-neutralizantes e, por conseguinte constituem os
determinantes sorotipo-especificos apresentados pelas diferentes estirpes do VBI
(CAVANAGH, et al., 1984)

2.2 Diagnostico da infeccao pelo VBI e a Aplicacao de Técnicas Imunoldgicas

A técnica convencional para diagnosticar o VBI depende diretamente do
isolamento viral em ovos embrionados SPF (“Specific Pathogen Free”) (GELB et al.,
1991) ou em culturas celulares, seguido da identificacao por meio da reacao de virus-
neutralizagdo (SN) (COOK, 1984).

Os métodos soroldgicos mais utilizados no diagnéstico da Bl séo o teste de virus-
neutralizacdo, de inibicdo de hemaglutinagdo e o ELISA com anticorpos monoclonais
ou policlonais (IGNJATOVIC e ASHTON, 1996).

Por outro lado, deve-se salientar que o diagnéstico rapido da infecgao pelo VBI e
a determinacdo do estado de imunidade contra esse mesmo virus em um plantel de
aves, sao aspectos criticos para se conseguir uma melhor condi¢cdo de controle da BI.
Para tanto, foi comprovado que os testes sorolégicos e, dentre estes, os ensaios
imunoenzimaticos, quando realizados com reagentes e padrées apropriados, indicam
com elevada acuracia, as concentracdes de anticorpos especificos anti-VBI, podendo
contribuir de forma relevante na a avaliagdo e o0 monitoramento do estado imunitario em
criacbes com grande numero de aves (MARQUARDT et al.,, 1981; SNYDER et al.,
1983).

Atualmente a suspenséao purificada do VBI por ultra-centrifugagcdo em gradiente
de sacarose € rotineiramente usada para ser adsorvida, na primeira etapa da reagao,

ao suporte solido (superficie da cavidade da microplaca), dentro do desenho dos atuais



kits comerciais de ELISA. A purificagdo de particulas do VBI requer, por sua vez, a
propagacdo frequente desse virus em sistemas de células eucaridticas, no caso
especifico desse virus, em ovos embrionados SPF. Em adicdo a isso, 0s imuno-
reagentes mais eficientes e confiaveis para serem usados nos ensaios imuno-
enzimaticos, exigem a utilizacdo de preparacdes altamente purificadas desse virus. Isso
torna bastante dificil e oneroso os procedimentos para purificacdo de um virus
envelopado e com elevada labilidade de conservagédo da estrutura nativa dos seus mais
importantes antigenos; especialmente as glicoproteinas das espiculas de superficie,
como é o VBI (NDIFUNA et al., 1998, WANG et al., 2002).

Dentre os varios testes sorologicos para o VBI, o ELISA tem-se mostrado o mais
sensivel e 0 mais amplamente usado para o monitoramento dos plantéis avicolas,
especialmente nas criagdes industriais de maior porte. Uma vez que o ELISA ndo é um
ensaio sorotipo-especifico para o VBl (MARQUADT et al., 1981), ele se torna
apropriado para avaliar as respostas imunes induzidas por vacinas preparadas com
diferentes sorotipos do VBI. O uso de kits comerciais de ELISA para a detecgao de
anticorpos é rotineiramente adotado em varias partes do mundo e, inclusive, no Brasil.
Considerando-se que as microplacas dos kits comerciais de ELISA sdo adsorvidas com
particulas virais inteiras do VBI, esses ensaios detectam anticorpos contra todos os
principais antigenos desse virus e ja4 é reconhecido que a glicoproteina S1 é
diretamente responsdavel pela interacdo com anticorpos virus-neutralizantes e inibidores
da hemaglutinagdo (KUSTERS et al., 1990). Dessa forma, se for possivel revestir as
cavidades das microplacas de ELISA apenas com a glicoproteina S1, os anticorpos
detectados nessa reacado poderiam apresentar uma maior correlagdo com aqueles que
exercem atividade virus-neutralizante, o que proporcionaria algumas informacdes
adicionais biologicamente relevantes quando da aplicacdo desse tipo de técnica

imunoldgica.
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2.3 Controle da infeccao pelo VBI

O controle da Bl estd principalmente fundamentado no uso de vacinas
formuladas com estirpes "vivas" e atenuadas do VBI, ou ainda com estirpes inativadas
associadas a adjuvantes oleosos. No entanto, a Bl permanece, em varios paises,
inclusive no Brasil, como um dos problemas mais proeminentes para a sanidade
avicola, mesmo com a ampla utilizagdo das vacinas acima mencionadas, indicando a
importancia e a necessidade de que sejam procuradas algumas novas alternativas de
preparagdes imunogénicas mais eficazes para fazer frente aos mecanismos de evasao
desse virus que ndo raro conduzem a ruptura do estado de imunidade conferido por
essas vacinas nos hospedeiros imunizados. Assim, surtos de infec¢cdo pelo VBI
continuam ocorrendo em aves vacinadas, devido a baixa protecdo cruzada conferida
pelas estirpes vacinais em relagdo as variantes de campo, que constantemente estao
surgindo em plantéis de aves comerciais (COOK, 1984; DAVELAAR, KOUWENHOVEN
e BURGER, 1984; GELB, WOLFF e MORAN, 1991; JIA et al., 1995; KING, 1988).

2.4 Clonagem e Expressao das proteinas recombinantes

A expressdo de proteinas recombinantes em células onde elas ndo ocorram
naturalmente é denominada producao heteréloga. Atualmente uma gama de sistemas
heter6logos estdo disponiveis como bactérias (E. coli), levedura (S. cerevisiae, P.
pastoris), entre outros (WALSH, 1998). A escolha do bio processo para sintese e
purificacdo de proteinas recombinantes € determinada por uma variedade de fatores,
como as propriedades bioldgicas intrinsecas da proteina desejada, da finalidade e sua
obtencgao, e da viabilidade econémica do método.

As bactérias, particularmente a E.coli, estdao certamente entre os sistemas mais
comumente empregados na producao de proteinas recombinantes heterol6gas, sendo
atualmente utilizadas comercialmente na producao de diversas proteinas de interesse
terapéutico, como a insulina, horménio do crescimento humano, entre outros, obtendo

altos niveis de expressao (WALSH, 1998). O fato de estas bactérias terem sido
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intensamente utilizadas como modelo para estudos da genética de procariotos, fez com
que sua biologia molecular ja esteja bem estabelecida, sendo de facil manipulacéo e
por multiplicarem-se rapidamente em meios relativamente simples.

Essa bactéria possui, entretanto, algumas desvantagens como sistema
recombinante, particularmente a incapacidade de realizar modificagdes pds-traducionais
como a glicosilagcdo, fazendo com que as proteinas recombinantes acumulem-se no
citoplasma, ou formem agregados insoluveis (corpos de inclusdo), devido a sobrecarga
dos mecanismos celulares normais de processamento de proteinas, ocasionando a
formacgéo de interac¢des inter-moleculares (WEICKERT, et.al., 1996).

A glicoproteina S do VBI, especialmente a fracdo S1 de estirpes isoladas de
Taiwan (IBVA1171), Coréia (K91p6), Australia (Vic S), China (ZJ971) e Europa
(Beaudette), ja foi clonada e expressa em E.coli (IWANG et.al., 2002), em poxvirus
(TOMLEY et.al., 1987), baculovirus (SONG et.al., 1998), adenovirus (JONHSON et.al.,
2003), ou ainda , e em células vegetais de batatas (ZHOU et.al., 2003) tendo sido
obtidas, na maioria desse casos, proteinas recombinantes S1 que apresentaram um
bom nivel de reatividade cruzada com a glicoproteina S1 nativa , isto é, do proprio VBI
e/ou que foram capazes de induzir imunidade parcial em aves contra o desafio feito
com estirpe virulenta do VBI.

As leveduras da espécie de S. cerevisiae vem ganhando cada vez mais
popularidade como organismo hospedeiro, sendo utilizadas para a produgcao de uma
variedade de proteinas heterdlogas. Essas células oferecem um conjunto consideravel
de vantagens em relacao a outros sistemas de clonagem e expressao génica. Uma das
vantagens que se destaca, € que esses microorganismos ndao produzem endotoxinas
(lipossacarides-LPS), sendo portanto reconhecidos como muitos seguros para producao
de alimentos, medicamentos ou imunobioldgicos. A producdo em larga escala e o
processamento de derivados de levedura sdo procedimentos ja bem estabelecidos e
podem ser facilmente adaptados para producao de proteinas heterolégas (CHEN et. al
.2000).

Muitas proteinas biologicamente importantes s&o naturalmente secretadas e

podem adotar a sua conformacéo tridimensionalmente correta dentro da via secretora
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intracelular das leveduras (ROMANOS, et.al., 1992). Assim como ocorre nos eucariotos
superiores, a secre¢cao de proteinas em leveduras é dirigida por uma sequéncia
aminoterminal que faz a translocagao co-transducional no reticulo endoplasmatico (RE).
Esta sequéncia denominada de peptideo sinal € removida por uma peptidase sinal. No
lumem do RE, grupos aspargina-glicosil ligadas podem ser adicionadas a molécula
protéica. O sinal para adicdo desses agucares N-Ligados é o mesmo para
glicoproteinas de leveduras e de animais, facilitando o transito dessas proteinas pelas
vesiculas do RE em direcdo ao complexo de Golgi onde ocorrem modificacbes nas
estruturas moleculares glicosiladas.

Varios sao os estudos que relatam o sucesso da producdo de proteinas
heterélogas em leveduras, tanto os que fazem uso de seqUéncias sinais proprias da
proteina recombinante, ou seja, seqUéncias sinal heterélogas, como as sequéncias
sinal da propria levedura, isto é sequiéncias sinal homologas (HAKKAART et.al., 1998).

Ha um numero elevado de pesquisadores que empregado COm SUCESSO,
leveduras dos géneros Saccharomyces e Picchia para fazer a expressao de uma gama
de diferentes antigenos virais como aqueles derivados de HIV, papilomavirus, hepatite
B, virus da influenza, virus da raiva, virus da lingua azul, virus da leucose bovina
(KLEPPER et.al., 1993)

A S. cerevisiae ja foi usada com sucesso para a producao de VP2 proveniente do
virus da doencga de Gumboro (AZAD et. al., 1991) e mais recentemente para o virus da
bronquite infecciosa com a proteina N (GIBERTONI, 2005) e para fragmento peptidico
S1 (FURUYAMA, 2005).

Considerando que os procedimentos mais atraentes e promissores para o
desenvolvimento de novas preparag¢des vacinais contra virus em geral e, em especial o
VBI, bem como de antigenos virais para a utilizagdo em ensaios imunoldgicos, estao
diretamente relacionados a utilizagdo de técnicas de engenharia genética que envolva a
clonagem e a expressao dos genes codificadores das proteinas virais, sob o ponto de
vista de imunogenicidade (FURUYAMA, 2005), julgou-se oportuno desenvolver a
presente investigacdo com o objetivo principal de fazer a clonagem e a expressao do

gene codificador da glicoproteina S1 do VBl em S. cerevisiae.
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Figura 3. Células de Saccharomyces cerevisiae http://www.diwinetaste.com/dwt/it2007016.php
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lll. OBJETIVOS

3.1. Desenvolver e estabelecer um sistema hospedeiro heterdlogo de células de
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae para a expressao 0 gene da
glicoproteina S1 da esttirpe M41 do virus da bronquite infecciosa aviaria, obtido a
partir do produto amplificado de toda a open reading frame (orf) desse mesmo gene
por RT-PCR a partir do RNA gendémico viral.

3.2. Purificar a proteina S1 recombinante expressa em leveduras.

3.3. Caracterizar imunoquimicamente a proteina S1 recombinante expressa em
leveduras.

3.4. Utilizar a proteina S1 recombinante na montagem e aplicacdo de um ensaio
imunoenzimatico para fazer a deteccao de anticorpos especificos contra o VBI em

aves infectadas ou vacinadas com esse virus.
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IV. MATERIAL E METODOS
4.1. Propagacao Viral

A estirpe M41 foi multiplicada na cavidade cérion-alantéide de ovos embrionados,
livres de patdégenos especificos SPF (Specifc Pathogen Free), com 9 a 11 dias de
idade. Apds 36 h de inoculacdo, estes ovos foram resfriados a 4 °C, por um periodo
minimo 4 h. Apos decorrido esse tempo, o liquido cério-alantéide (LCA) foi colhido e
centrifugado a 10.000 xg a 4 °C por 30 min, ocorrendo assim a clarificacdo da
suspensao viral. O volume total obtido foi separado em aliquotas de 2 ml, e

armazenadas a - 70°C.

4.2. Titulacao da infectividade viral

O virus foi titulado também em ovos embrionados SPF, com idade de 9 a 11 dias
Estes ovos sofreram inoculagdo na cavidade alantéide com diluicdes seriadas (10 a
10 da estirpe M41 do VBI. Durante uma semana os ovos foram observados
diariamente, lembrando que as mortes que ocorreram dentro das primeiras 24 h pds-
inoculagdo, foram consideradas inespecificas. Durante os sete primeiros dias, as
alterag6es embrionarias dos sobreviventes foram analisadas diariamente e o célculo do
numero de doses infectante 50 % para os embrides/ml (DIEso/ml) foi determinado pelo
método recomendado por REED e MUENCH (1938).

4.3. Oligonucleotideos Iniciadores

Foram desenhados oligonucleotideos iniciadores especificos para flanquear toda
open reading frame (orf) do gene codificador da glicoproteina S1, que no caso da
estirpe M41 do VBI perfaz um total de 1580 pb. Para isso consultou-se a sequéncia de
nucleotideos do VBI cadastrado sob n-¢ de acesso M21883 do GeneBank. Com auxilio
de programas computacionais como Gene Runner (versao 3.05, Hastings Software,
Inc.) e BioEdit Sequence Alingment Editor (versao 7.0.4.1, 1997-2005 Tom Hall) as
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caracteristicas fisico-quimicas e desempenho da técnica de PCR foram analisadas. Os
iniciadores obtidos entao foram: Forward: 5-GAAATGGTGGTAACACC-3’ (S1+) com a
seqléncia de KOZAK incluida, e Reverse 5’-AATGTAAAACTGGTTCTCA-3 (S1-). A
seqléncia de KOZAK foi incluida, pois € uma exigéncia do sistema de expressao
utilizado neste trabalho: o sistema pYES2.1 TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen®).

4.4. Extracao do RNA viral

A extracao do RNA da estirpe M41 do VBI foi realizada a partir de suspenséo de
liquido alantdide infectado e através dos procedimentos do kit comercial Trizol LS

Reagent (Invitrogen®), seguindo-se as recomendagodes do fabricante.

4.5. Obtencao do gene da proteina S1 do VBI

Primeiramente foi preparado o cDNA a partir do RNA genémico, tendo sido
aplicada a técnica de RT (transcricdo reversa) e de PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase). Para tanto, incubou-se dNTP (0,5 mM), Randon Primers (0,15 pg/l ) a
65°C por 5 min. Acrescentou-se, em seguida, o tampao apropriado da enzima
transcriptase reversa [Tris-HCI 50 mM, pH 8,3 ; HCI 75mM, MgCl, 3mM] incubando-se
por 2 min a 42°C. ApoOs esse procedimento foi acrescentada a enzima transcriptase
reversa (Superscript da Invitrogen). A reacéo total foi encubada a 42°C por 50 min, e
por fim, a 70 °C por 15 min em um Termociclador TECHNE PROGENE ® (Techne
Incorporat, Duxfod CAMBRIDGE, UK).

O produto amplificado contendo o gene de interesse (1580 pb) foi purificado
através da utilizagdo do “kit” comercial Wizard PCR® Preps DNA Purification Systems
(Promega), de acordo com as especificacbes do fabricante, para depois ser clonado
dentro do vetor pYES2.1/V5-His-TOPO (Invitrogen®), o qual foi usado para a
transformacéo de células de E. coli da linhagem DH5a, sendo que os transformantes
foram cultivados em meio 2x LB 50 ug/ml de ampicilina. Foram extraidas as amostras
de DNA plasmidial dos clones em placas de 96 cavidades, os quais haviam sido

incubados em meio “Circle Grow”, com ampicilina 50 pug/ml. Ao final dessa etapa,
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preparagdes de DNA plasmidial obtidas a partir dos clones transformantes foram
digeridas com as enzimas Pwull e Xbal, cujos sitios de clivagem estao localizados no
vetor e no inserto e os fragmentos obtidos foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose para constatar a orientagdo correta de clonagem. O sistema pYES2.1 TOPO
TA Cloning Kit (Invitrogen®) possibilita a expressdo de uma proteina heterdloga
recombinante com etiquetas na sua porgao carboxi-terminal (cauda), do epitopo V-5 e de

uma sequéncia de 6 histidinas (poli-histidina).

Apos a extracdo do DNA de seis clones bacterianos foi feita a confirmacao da
presenca de plasmideos contendo o inserto do gene S1 do VBI, por meio da técnica de
PCR com combinagcbes de oligonucleotideos iniciadores, bem como se fez a
determinagcédo da quantidade de DNA, em espectrofotometro UV, nos comprimentos de
onda de 260nm e 280nm (SAMBROOK, et al. 1989).

Além disso, as amostras de DNA plasmidial obtidas submetidas a reacao de
seqUenciamento, utilizando-se 2ul de “Big Dye Terminator” (Perkin Elmer), 2ul de
tampéo [2,5X] (Tris-HCI 200mM, pH 9,0 e MgCl, 5Mm), 10 pmoles/ul de cada um dos
iniciadores VBI-S+, VBI-S/T+ e VBI-S-, bem como os iniciadores especificos para os
vetores empregados, GAL 1 Forward, ou V 5 C- term Reverse, 100ng de DNA e 4gua
destilada grau Milli-Q, previamente esterilizada (g.s.p) 10ul. As amplificacées foram
realizadas em placas de 96 pogos conforme o programa recomendado pelo fabricante.
Apo6s amplificacao, o produto da reacdo de PCR, “cycle-sequecing”, foi purificado por
meio da adigdo de isopropanol. Ao final, as placas foram mantidas a temperatura
ambiente, por 20 min, para a secagem das amostras.

A reacao de sequienciamento do DNA foi realizada no aparelho ABI PRISM 3700
DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster-City, CA, U.S.A ). A seqiéncia de
nucleotideos foi compilada e analisada usando-se o programa Clustal W (THOMPSON
et al., 1994) e para comparar a similaridade de cada um dos clones analisados com a
estirpe M41 do VBI, foi empregada a seqiiéncia do gene S depositada no GenBank

citada anteriormente, bem como se fez uma avaliagdo das sequéncias de nucleotideos
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presentes nas extremidades 5’ e 3° com aquelas pertencentes a estrutura presente nas
extremidades dos dois vetores utilizados nesse estudo.

4.6. Expressao da proteina recombinante S1 na cepa INVSc1 de S. cerevisiae

Para a expressao da proteina recombinante S1 da estirpe M41 do VBI em células
de levedura transformadas, seguiu-se o protocolo preconizado pelo sistema pYES2.1
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen®), que contém o promotor GAL-1, o qual permite a
expressdo do gene inserido no sitio multiplo de clonagem, e o gene URA-3 para selegéao
de um grande numero de cOpias em levedura, além de ser um vetor epissomal para a
clonagem de produtos de PCR, e se fez a transformagéao de células competentes de
levedura, as quais foram preparadas com o auxilio dos reagentes e dos procedimentos do

Kit S.c. EasyComp™ Invitrogen Co.

Em suma, um clone da levedura transformante e previamente confirmado como
portador do inserto génico de interesse foi inicialmente cultivado em meio YPD liquido, de
forma a se obter um bom crescimento a 30° C no periodo de 2 a 3 dias. Em seguida,
repicou-se novamente a levedura em meio YPD sdélido (extrato de levedura; peptona;
dextrose e agar), visando a obtencdo de colbnias isoladas, sendo as placas entédo
incubadas a 30°C por aproximadamante 4 dias. Uma colonia isolada de levedura,
contendo o vetor e o inserto do gene S1 do VBI foi inoculada em meio seletivo SC-U
(6,79 de “Yeast Nitrogen Base”, 1,929 de “Yeast Synthetic Dropout” sem URA),
contendo glicose e cultivada durante a noite a 30°C, com agitagcdo. Em seguida, a
densidade optica a 600 nm foi mensurada e a partir do valor obtido, foi calculada a
quantidade de cultura necessaria para se alcancar uma DQOggo final igual a 0,4, sendo
feita a centrifugacdo a 1,500 x g por 15 min. O sedimento de células de leveduras foi
entdo ressuspendido em meio de indugao 6,7g de “Yeast Nitrogen Base”, 1,929 de
“Yeast Synthetic Dropout” sem URA, 0,004% de adenina sulfato, e uma solugao de 20%
de galactose estéril. A cultura foi incubada a 30°C com agitacéo, sendo feita a colheita

de aliquotas da cultura, cujas células foram sedimentadas por centrifugacéo a 1.500 x g
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/5 min / 4°C, sendo os pellets estocados a -80°C, para posterior avaliacdo da
expressao, usando-se a técnica de PAGE-SDS e o Western-Blotting .

4.7. Extracao da proteina recombinante S1 das células lisadas de levedura

Seguiu-se, no geral, o protocolo recomendado pelo fabricante do pYES2.1 TOPO
TA Cloning Kit (Invitrogen®) utilizado na indugdo da expressao de proteina em
leveduras.

As células de levedura contendo a proteina recombinante foram ressuspensas
em 500 pl de tampao de lise (50 mM de fosfato de sddio, pH 7.4; 1 mM de EDTA; 5%
de glicerol e 1mM de PMSF- Fluoreto de Fenilmetil Sulfonil), sendo entao centrifugadas
a 1500 xg por 5 min a 4°C.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas no
tampé&o de lise, em um volume adequado e de forma a se obter uma DOggo entre 50 —
100.

Foi adicionado um volume igual de esférulas de vidro com 0.4-0.6um de diametro
previamente submetidas a lavagem acida segundo recomendagdao do fabricante
(Sigma). Em seguida, as células de leveduras foram agitadas em vortex, por 30 s,
sendo transferidas por mais 30 s no gelo, repetindo-se estes procedimentos por 4 X,
num total de 4 min, para se obter um maior grau de lise das células. Ao final dessa
etapa, foi feita a dosagem da proteina total, utilizando-se o kit “Protein Assay” (BIO-
RAD) baseado no método de Bradford (1976) e usando-se uma solucdo de

soroalbumina bovina com concentragdo padronizada de a 1 mg/ml.

O extrato de levedura transformada contendo a proteina S1 recombinante do VBI
foi analisado por SDS-PAGE e Western blotting para se pesquisar a presenga de
producao da proteina S1 recombinante do VBI.
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4.8. Purificacao da proteina recombinante S1 por coluna de cromatografia de
afinidade com niquel - agarose

Seguiu-se o protocolo recomendado pelo fabricante da resina de Agarose-Niquel
(Amersham). Em resumo, o extrato bruto de levedura transformada contendo a proteina
S1 recombinante do VBI foi clarificado por meio de centrifugacdo a 10,000 x g por 30
min, e o sobrenadante obtido foi purificado através da técnica de cromatografia de
afinidade tendo sido aplicado em um volume 1ml de agarose-Niquel (Amersham)
equilibrado com tampao de ligacao contendo 20mM de Imidazol para reduzir a
combinacao com proteinas celulares nao especificas. A proteina S1 recombinante foi
eluida da matriz da resina apos a aplicacdo do tampéo de eluigcdo contendo 500mM de
Imidazol. Fracbes de 1 ml foram colhidas da coluna. As concentracées de proteina

foram determinadas pelo método de Bradford.

4.9. Anadlise bioquimica e imunoquimica da proteina recombinante S1 do VBI
expressa em leveduras pela técnica Eletroforese de gel de poliacrilamida —
dodecil sulfato de sédio (PAGE-SDS) e de Western blotting

As amostras foram misturadas em um tampao de preparo da amostra contendo
62,5mM Tris-HCI, pH6,8, 1% SDS, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol e 1%
de 2-mercaptoetanol e fervidas por 5 min e aplicadas em 2 géis de poliacrilamida, sendo
usado o "stacking" gel na concentracédo de 3% e o gel de separagao na concentragao de
9%. A separacéo eletoforética pela técnica de SDS-PAGE foi entado realizada, utilizando-
se um sistema de tampao descontinuo segundo LAEMMLI (1970). As bandas
polipeptidicas foram, ao final, detectadas, em um dos géis, através da coloracdo com
Coomassie-Brilliant Blue.

Os polipeptideos previamente separados pela eletroforese no outro gel de
poliacrilamida com SDS foram eletro-transferidos em cuba de transferéncia umida para
uma membrana de HPVDF (Amersham Bioscience), utilizando-se um tampao de
transferéncia contendo 50 mM de Tris; 384 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol pH

8,3; sendo o processo realizado a 15 V por 35 min e a 4°C. Apéds o fim da transferéncia,
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a eficiéncia da mesma foi verificada corando-se a membrana com 0,1% Ponceau S
dissolvido em &cido acético 1% e fazendo-se, a seguir, a descoloragdo, com agua
destilada. Em seguida, a membrana foi submetida ao bloqueio com 10 mL de PBS
(salina tamponada com fosfato; 0,01 M tampéao fosfato; 2,7 mM KCly; 137 mM NaCl; pH
7,4); 5% de leite em pé desnatado (LPD) e 0,02% Tween-20, sob agitacdo suave por 1h,
a temperatura ambiente. Procedeu-se, na fase seguinte, a reacdo com o conjugado
imunoenzimatico de peroxidase com o anticorpo de cabra anti-IgM de galinha (Bethyl
Laboratories Inc. — Montomery, TX, USA), utilizado para a deteccdo da proteina
recombinante FCHp, na diluigdo 1:500 em PBS-LPD 5%. Apés a incubacao por 1 h, a
membrana foi novamente lavada com PBST e PBS e a reacdo de desenvolvimento da
cor se processou com a mistura do cromégeno mais substrato especifico (FAST DAB -
Sigma) contendo dietil-amino-etil-benzidina (0,7 mg) e perdxido de hidrogénio - uréia
(1,6 mg). Para interrup¢édo da reacao de degradagao enzimatica, a membrana foi lavada
com agua deionizada e posteriormente dessecada em temperatura ambiente e, ao final,
guardada ao abrigo da luz (TOWBIN et al., 1979).

4.10. Soros de Galinha Positivos e Negativos para o VBI

O soro de referéncia positivo de galinha contra a estirpe M41 foi preparado por
meio de processo de hiperimunizacdo de 6 galinhas adultas SPF da linhagem leghorn
Branca, que foram mantidas em isolador com pressao positiva. Essas aves receberam
por via éculo-nasal (1 gota por via) de suspensdo viral contendo 10*° DIEse/ml, tendo
sido repetidas 3 inoculagdes com intervalos de 14 dias entre cada uma delas. Depois de
14 dias da ultima inoculacdo as aves foram sangradas e separou-se o soro, que foi
armazenado a -20°C, até o momento do uso. O soro colhido de 6 aves SPF da
linhagem Leghorn Branca mantidas em outra unidade isoladora com pressao negativa,

foi utilizado como soro de referéncia negativa.
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4.11. Soro de galinhas infectadas ou vacinadas com o VBI

4.11.1. Soros de Aves Infectadas Experimentalmente

Doze aves SPF foram alojadas em um isolador compressao positiva, com um dia
de idade. Essas aves foram desafiadas aos 42 e 72 dias de idade por meio da
inoculagdo por via ocular de 10*° DIEsy/ave da estirpe M41 do VBI. Amostras de soro
sanguineo foram coletadas nas idades de 14, 42, 47, 57, 72, 87 e 102 dias para

posteriormente serem analisadas pelo Y-S1-ELISA.

4.11.2 Soros de Aves Vacinadas e Infectadas Experimentalmente

Doze aves SPF foram alojadas em um isolador compressao positiva, com um dia
de idade. Essas aves foram vacinadas, aos 14 dias de idade, por via ocular com vacina
atenuada constituida pela estirpe H120 do VBI e desafiadas 4 semanas depois (42 dias
de idade) por meio da inoculagdo por via ocular de 10*° DIEsy/ave da estirpe M41 do
VBI. Amostras de soro sanguineo foram coletadas nas idades de 14, 42, 47, 57, 72, 87
e 102 dias para posteriormente serem analisadas pelo Y-S1-ELISA.

4.12. Amostras séricas de campo

Um total de 104 amostras de soro de galinhas colhidos de diferentes granjas nas
quais havia sido relatado o aparecimento de casos suspeitos de infeccdo pelo VBI,
foram usados nesse estudo. As amostras séricas foram testadas individualmente, tanto
pelo teste de Y-S1-ELISA, como pelo teste convencional de ELISA através de kit
comercial (SYMBIOTICS, Gaithersburg, MD).
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4.13. Teste de Y-S1-ELISA

Microplacas de ELISA com 96 cavidades (Costar) foram adsorvidas com 50 pl de
uma solugdo da proteina recombinante em diferentes concentragdes, diluidas em
tampao carbonato/bicarbonato (0.05M, pH 9.6). As placas foram entdo incubadas a 4°C,
durante a noite, depois lavadas 3x com PBS-Tween-20 e bloqueadas por 45 min com
100 pl por cavidade de tampado de bloqueio (10% de leite em p6 desnatado, 0,2%
Tween-20, 0,02% de azida de so6dio em PBS). As placas foram a seguir, lavadas com
PBS Tween-20 3x e foi adicionado 50ul por cavidade das amostras de soro de galinha
(anticorpo primario), diluidas no tampédo de bloqueio, sendo feita, em seguida a
incubacdo a temperatura de 37°C por 1h. As placas foram entdo novamente lavadas
com PBS-Tween-20 por 3x e depois foi adicionado, em sua diluicdo ideal de uso
(1:2.000) o conjugado imunoenzmatico constituido por IgG de coelho anti-IgG de
galinha com a peroxidase, que também foi diluido no tampao de bloqueio. As placas
foram incubadas a 37°C por 1h e, ao final desta etapa foram lavadas por 3x, tal como
se descreveu anteriormente. Em seguida foi feita a adicdo, em volumes de 50u
I/cavidade, da mistura substrato-cromdgeno (perdoxido de hidrogénio - H>O, / Orto-
fenileno-diamina-OPD), preparada em tampao citrato-fosfato pH 5.0, deixando-se a
reacdo se desenvolver por 15 min a temperatura ambiente, quando foi adicionado HCI
2M em volumes de 50ul/cavidade para bloquear a atividade enzimatica. As densidades
Opticas (DOs) obtidas foram mensuradas em leitor de placas de ELISA (BIO-RAD -
Modelo 550) e no comprimento de onda de 492 nm. Para cada amostra de soro teste a
DO média das duplicatas (DOwrs) foi expressa em relagdo a DO média das duplicatas
do soro de referéncia positiva (DOwprs) € das duplicatas de soro de referéncia negativa
(DOwmnRs), como a denominada relagao amostra/positivo e de acordo com a féormula A/P
= (DOwmrs-DOwprs ) / ( DOwmprs - DOmNRS )-
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4.14. Método indireto Comercial de ELISA

Para comparar o desempenho do novo ensaio de ELISA desenvolvido com a
glicoproteina S1 recombinante de VBI expressa em leveduras, um kit de diagnéstico
comercial de ELISA, o chamado ProFlok IBV antibody test kit (Symbiotics, Gaithersburg,

MD) foi utilizados seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.15. Anadlise Estatistica

Os niveis de anticorpos (valores A/P) foram analisados a fim de se determinar a
sensibilidade e a especificidade relativa, bem como a acuracia. Sensibilidade no caso,
foi definida como porcentagem de amostras positivas no kit comercial de ELISA que foi
corretamente identificada pelo Y-S1-ELISA, enquanto que a especificidade
correspondeu a porcentagem de amostras negativas no kit comercial de ELISA que
também foi detectada pelo Y-S1-ELISA. J&, acuracia foi definida como a porcentagem
de resultados corretos entre essas 2 técnicas. Os niveis de anticorpos (valores A/P)
anti-VBI mensurados pelo Y-S1-ELISA foram analisados por regressao linear com 0s
valores de A/P obtidos para cada um dos 104 soros de galinha testados, obtendo-se o
coeficiente de correlacao (r de Pearson).
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V. RESULTADOS
5.1. Propagacao e Titulacao da infectividade viral

No procedimento de multiplicacdo da estirpe M41 do VBI em ovos embrionados
SPF de galinha, obteve-se um rendimento em termos de massa viral relativamente
elevado caracterizado nesse caso, por um titulo infectante correspondente a 10%'7¢°
DIE so/ ml e, portanto suficiente para se empreender, de forma mais apropriada a

execucao das etapas subseqlentes do desenvolvimento experimental de nosso projeto.
5.2. Extracao de RNA e amplificacao

Os produtos obtidos nos procedimentos de extracdo do RNA viral genémico e na
técnica de RT e amplificados na PCR estdo documentados na figura 4, onde constam
os resultados da PCR com iniciadores S1+ e S1-, tendo sido obtido amplificacdo do
fragmento correspondente ao gene codificados da proteina S1 do VBI com tamanho
esperado, isto é, 1580 pb. A dimenséo do fragmento amplificado foi comparada a um
padrao de tamanho molecular de DNA 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) aplicado em
uma das canaletas do gel onde foram aplicadas as amostras a serem analisadas, em
cada corrida eletroforética.

O fragmento génico alvo foi, depois de purificado, quantificado por meio da
técnica de eletroforese em gel de agarose, (Figura 4) utilizando-se um padrdo de
quantificacdo de DNA (pGEM DNA Markers), tendo-se revelado que a preparacao
continha uma concentragéo de cerca de 35ng/ul de DNA.
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5.3. PCR com Gradiente de Temperatura para otimizar a temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores

Para se obter um melhor resultado e ter a confirmacéo da temperatura adequada
para o pareamento dos oligonucleotidoes, foi feito através do Termociclador TECHNE
PROGENE® (Techne Incorporat, Duxford, CAMBRIDGE, UK), um gradiente com as
seguintes temperaturas: 48,2°C; 48,8 °C; 49,5°C; 50,6°C; 51,9°C; 53,4°C; 54,7°C; 55,7
°C; 56,3°C; e 56,8°C.

Através da confirmacao por gel de agarose verificou-se que as duas melhores
temperaturas foram as de 50,6°C e 51,9°C, dessa forma foi determinada um valor
médio de temperatura de pareamento, e equivalente a 51 °C, o que proporcionou a
amplificacdo do produto do gene S1 com o tamanho esperado de 1589 pb (Figuras 4 e
5).

12 3 4

2000 ph

14

- < 15%0ph

Figura 4- Visualizacdo em gel de agarose (1% tampdo TAE). Na canaleta 1 Marcador
molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Na canaleta 2, o produto da RT-PCR, com o
tamanho da banda esperada, com aproximadamente 1580 pares de base.



27

1234 567 8 9101112

2000 pb

1580 pb

Figura 5- Visualizagdo em gel de agarose (1% tampao TAE), para o gradiente de temperatura
do pareamento dos primers. Na canaleta 1, 7 ul Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder
(Invitrogen). Nas canaletas de 2 a 11, os produtos de RT-PCR 5 pl provenientes das seguintes
temperaturas 48,2°C; 48,8 °C; 49,5°C; 50,6°C; 51,9°C; 53,4°C; 54,7°C; 55,7 °C; 56,3°C; e
56,8°C, respectivamente. Melhores temperaturas correspondem as canaletas 5 e 6.

5.4. Reacao de purificacao e quantificacao do cDNA

Para obter o cDNA puro, sem residuos, apartir da reacao de RT-PCR foi utilizado
o kit comercial Wizard PCR® Preps DNA Purification Systems (Promega). Através da
D.O. lida em espectrofotébmetro e com a utilizacdo do Low Mass Ladder (Invitrogen), em
gel de agarose 1%, obtivemos respectivamente os seguintes valores: 132 ng/ul e 80
ng/ul. Uma vez que através da comparagdo do cDNA com o marcador molecular,
tomou-se como 80 ng/ul (Figura 6), a concentracdo de cDNA para, em seguida, ser
realizada a ligagdo com o vetor plasmidial.
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Figura 6- Visualizagdo em gel de agarose (1% tampao TAE), para quantificar cDNA purificado.
Na canaleta 1, 7 pl Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen), Canaleta 2 produto
de RT-PCR e na canaleta 4, 3 pl Low Mass Ladder.

5.5. Ligacdo do gene com o vetor pYES 2.1/V5-His-TOPO ® (Invitrogen), e
tranformacao das células competentes de E.coli

Com base nos dados acima e de acordo com o protocolo de ligagao padronizado
pelo fabricante foram utilizados 1,6 pul de cDNA. Essa mistura de reacao foi mantida
22°C por 18 h e posteriormente foi inserida em células de E.coli, através do choque
térmico, para que se pudesse obter a clonagem do inserto. As células foram cultivadas
em meio sélido LB para que também houvesse a clonagem do vetor contendo o inserto
génico de interesse. Cada col6nia obtida foi estocada em uma cavidade diferente da

placa cluster, totalizando 96 clones diferentes.
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Figura 7- Visualizacdo em gel de agarose (1% tampao TAE), para confirmar presenca do
inserto e do vetor apds a extracdo. Na canaleta 1: 7 pl de marcador molecular 1Kb plus DNA
Ladder (Invitrogen), canaleta 2, 3 e 4 a extragdo do DNA plamidial da E.coli. Respectivamente
clones A6, D3, F10. Canaleta 5, 3 ul Low Mass Ladder.

5.6. Identificacao dos clones bacterianos portadores do gene do gene S1 e de sua
insercao no vetor pYES2.1. - TOPO -TA

Apos ter sido feita a ligacdo do gene codificador do gene S1 da estirpe M41 do
VBI no vetor pYES2.1. — TOPO — TA, (Invitrogen, Carlsbad, CA) previamente aberto, foi
realizada com o produto obtido a transformacgéo de E. coli da linhagem DH5a. Logo
apoés o plagueamento, foram obtidos 96 clones transformantes, que cresceram no meio
seletivo usado. Trés desses clones transformantes (D3; A6; e F10) foram entdo
selecionados, para se pesquisar a presenca do vetor contendo o inserto génico de
interesse, por meio das andlises, ou dos produtos amplificados na PCR com a
combinacdo de iniciadores especificos para o gene de interesse ou para o vetor
pYes2.1. TOPO - TA (Invitrogen, Carlsbad, CA), ou entdo dos fragmentos gerados pela
clivagem com as enzimas de restricdo Pvull e Xbal, em amostras do DNA plasmidial
extraidas desses mesmos clones. Inicialmente, foi verificado que, na reacdo de PCR
realizada com os iniciadores sense e reverso sobre as amostras de DNA plasmidial
colhidas dos clones bacterianos transformantes, houve a amplificacao de toda a regido
génica codificadora do gene S1 do VBI, gerando um fragmento com o tamanho
esperado, isto é, de 1580 pb. (canaletas 2. 6 e 10 da Figura ). Nas canaletas 3, 7 e 11,
estdo demonstrados os produtos da amplficacdo da reacdo realizada com os primers
sense do vetor juntamente com anti-sense desenhado do gene S1, sendo que o
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tamanho esperado para esse produto amplificado. Nas canaletas 4, 8 e 12 estado
apresentados os resultados da amplificacdo quando se foram utilizados os primers
sense desenhado para o gene S1 juntamente com o primer anti-sense do vetor. Por fim,
as canaletas 5, 9 e 13, estdo demonstrados os resultados da amplificacdo quando a
PCR foi realizada com os primers do vetor.

Em adi¢cdo a isso e com o objetivo de complementar a andlise realizada pela
técnica de PCR, os mesmos clones bacterianos transformantes testados anteriormente
foram selecionados para digestdo com as enzimas de restricdo Pvull ou Xbal, cujos
sitios de clivagem estao presentes, ou nas extremidades do vetor junto aos sitios de
insercdo do gene de interesse, ou dentro da seqUéncia génica codificadora do
fragmento polipeptidico S1-S2 do VBI. Tomando-se como referéncia o tamanho dos
fragmentos obtidos ap6s o processo de clivagem enzimatica e separacao eletroforética,
foi constatado que esses trés clones analisados sao efetivamente portadores dos
insertos do gene codificador do gene S1 do VBI, pois os fragmentos de restricao
apresentaram os tamanhos moleculares esperados; isto é, o primeiro de 1402 pb, 314
pb, 209 pb e de 4170 pb, sendo que tais resultados serviram também para confirmar o

posicionamento correto do gene dentro do vetor.

1 23 4 5 6T 8 910111213
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Figura 8- Combinacao de Primers visualizado em gel de agarose (1% tampéao TAE), canaleta 1
, 7 Ul Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Nas canaletas de 2 a 13 os clones
submetidos a combinacao dos primers. De 2 a 5 clone A6; de 6 a 9 clone D3; e de 10 a 13
clone F10
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Figura 9 - Visualizacdo em gel de agarose (1% tampao TAE), canaleta 1 , 7 yl Marcador
molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen), canaleta 2 DNA plasmidial digerido.

5.7. Transformacao das células competentes de levedura

Ao se observar e comparar a banda do DNA plasmidial obtido com as
correspondentes ao padrdo - Low Mass indicado a figura 6, o DNA escolhido foi do
clone D3, cuja concentragao é de aproximadamente 750 ng/ul. Dessa forma segundo o
protocolo utilizado, foi colocado 8 pl desse DNA para fazer a transformacdo em
Saccharomyces cerevisiae. O protocolo utilizado esta descrito em Material e Métodos,
e as col6nias transformantes foram cultivadas em duas placas contendo meio sélido
SC-URA, foram coletadas e transferidas para uma placa cluster, que serve como
estoque e da qual foram selecionados aleatériamente 4 clones para os posteriores
testes: A1; C3; G12; H12.
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5.8. Identificacao dos clones de leveduras portadoras do gene do gene S1 e de
sua insercao no vetor pYES2.1. - TOPO -TA

Novamente, assim como foi feito para os clones transformados de de E.coli, 0
DNA foi extraido das células transformadas da levedura S. cerevisiae e, através da
técnica de PCR feita a combinagcdo com os primers do vetor com os primers
desenhados, tal como explanado anteriormente, foram obtidos produtos amplificados ou
do inserto do gene S1 ou de partes do vetor utilizado, para ambos os clones de
leveduras testados (G12 e H12) (Figura 10). Dessa forma esses dois clones de
leveduras foram selecionados para serem submetidos ao processo de inducdo de
expressdo do gene de interesse, tendo sido avaliados a expressdo de RNAm e da
proteina S1 do VBI.

12 345678 91011213 14151617 18

2000 pb

Figura 10 — Combinagéo de primers visualizado em gel de agarose (1% tampao TAE).. Na
canaleta 1e 18, 7 pl Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Nas canaletas 2,
3, 4 e 5 o clone A1; canaletas 6, 7, 8, e 9 C3; canaletas 10, 11, 12 e 13 clone G12; e nas
canaletas 14, 15, 16 e 17 clone H12.
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5.9. Sequénciamento do DNA do inserto génico nos clones bacterianos
transformantes

Apds a clonagem e extracao do DNA plasmidial dos clones transformantes de
E.coli DH5q, realizou o seqiénciamento do inserto, e a analise das sequéncias foi feita,
utilizando 0 programa "BLAST 2 sequences”

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cqi , onde foi possivel constatar a

homologia existente entre a sequiéncia de nucleotideos da glicoproteina S1 da estirpe
M41 do VBI disponivel no “GeneBank” sob o numero de acesso acesso M21883 com os
do inserto nos clones bacterianos. Esse seqUénciamento demostrou que o ATG
encontra-se na fase correta de leitura. O e-value obtido no Blast foi de 0.0, e a

porcentagem da semelhanca atingiu 99%.
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Figura 11. Visualizagéo dos “scores” dos nucleotideos sequenciados do clone de E.coli obtidos
através do BLAST no site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cqi
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homologia com a sequlencia obtida no “BLAST”.

5.10. Inducao e extracao do RNA mensageiro
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Uma vez obtido o RNA mensageiro das células transformantes de levedura, foi

possivel observar-se o primeiro indicio de que a proteina recombinante estaria

possivelmente sendo expressa, pois 0 RNA mensageiro uma vez transformado em

cDNA, pela técnica de RT, apresentou um produto amplificado na técnica de PCR com

aproximadamente 1580 pb, o que equivale ao tamanho da orf do gene S1 da estirpe
M41 do VBI, que havia sido clonado no vetor pYes2.1. TOPO TA (Figura 11).
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2000 ph

1550 ph

Figura 13 - Visualizacdo em gel de agarose (1% tampao TAE). Canaleta 1 contém 7 ul
Marcador molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen). E as canaletas 2 e 3 contém o RNAm
dos clones G12 e H12 respectivamente

5.11. Extracao e quantificacao do extrato protéico total das células de leveduras

transformadas pelo vetor pYes2.1. TOPO — TA com o inserto do gene S1

Extratos protéicos brutos foram obtidos, nos materiais clarificados ap6s a ruptura
das células de levedura dos clones G12 e H12, os quais revelaram pelo método de
BRADFORD, concentracbes proteicas, respectivamente, de 14,579 ng/ml e 11,566
ng/ml.

5.12. Western Blotting
5.12.1. Inducao da expressao e purificacao da proteina recombinante S1

A andlise pelas técnicas de SDS-PAGE e de Western-Blotting do extrato bruto da
levedura submetida ao processo de indugdao da expressao com a D-galactose,
demonstrou a presengca de uma banda com peso molecular estimado em
aproximadamente 95 kDa, juntamente com varias outras fragcées proteicas da propria
levedura, tal como ja havia sido observado em andlise similar sobre a cinética de

inducao da expressao da proteina recombinante (Figura 14).

Com o objetivo de dirimir davidas e de identificar com mais clareza a expressao

da proteina S1 recombinante pelas leveduras transformadas, foi examinado na canaleta
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4, (Figura 14) um extrato da levedura sem inserto. O anticorpo monoclonal Anti-His6,
usado neste método como anticorpo detector, juntamente com o conjugado
imunoenzimatico de coelho anti-lgG de camundongo com a peroxidase, revelou a
presencga de proteina recombinante nos extratos de proteina bruta derivados dos clones
G12 e H12, enquanto que ndao houve nenhuma marcagao com relagdo ao extrato

preparado com as células de levedura sem o inserto desse mesmo gene (Figura 14).

Figura 14. Caracterizacdo por Western Blotting da Proteina S1 recombinante expressa em S.
cerevisiae. Canaleta 1= BenchMark Invitrogen; Canaleta 2 = Proteina recombinante do clone
G12 de S. cerevisiae; Canaleta 3= Proteina recombinante do clone G12 de S. cerevisiae. O
monoclonal Anti-His6 MADb foi usado como detector e conjugado de anti-camundogo IgG - HRP
foi usado como enzima para quebrar o substrato DAB-H,0..

Utilizando apenas o clone H12 partiu-se entéo, para a um protocolo de expressao
em média escala a fim de se obter uma massa maior de proteina S1 recombinante das
leveduras transformadas, visando uma posterior purificacdo dessa mesma proteina. Na
figura 15 pode-se comparar o extrato bruto (canaleta 3) com a proteina purificada
(canaleta 4). Nessa membrana, verificou-se que ainda havia um contaminante sendo
eluido em conjunto com a proteina S1 recombinante, o qual era possivelmente derivado
de proteinas da propria levedura. Na canaleta 2 ha apenas as proteinas da levedura
nao transformada com a introdugdo do vetor mais o inserto do gene S1, a qual foi

utilizada como controle negativo de expressao do gene de interesse.
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Figura 15. Visualizacdo da membrana de Western Blotting, ap6s revelacdo. Canaleta 1,
contém 20 pL Marcador de tamanho molecular (Rainbow Molecular Weight Markers GE
Healthcare); canaleta 2, levedura sem inserto; canaleta 3, extrato protéico bruto; canaleta 4,
extrato protéico purificado. Anticorpos utilizados sao provenientes de um pool de soro de
galinhas.

Para eliminar esse contaminante, foi necessario fazer algumas modificacées no
protocolo de purificacdo especificamente com relagdo ao tampao de eluicdo 500 mM de
imidazol diluido no tampéao fosfato 20 mM e 0.05M de NaCl com pH 7,0. Diferente do
usualmente recomendado (Figura 4). Ao final do processo de purificagdo, a andlise do
Western-Blotting revelou a presenga de uma Unica banda de proteina com peso
molecular de cerca de 95 kDa, que é similar ao tamanho esperado da proteina de fusédo

S1 contendo a cauda de poli-histidina e com o epitopo V-5.
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Figura 16. Visualizagdo da membrana de Western Blotting, ap6s revelacdo. Canaleta 1,
contém 20 pL Marcador de tamanho molecular (Rainbow Molecular Weight Markers GE
Healthcare); canaleta 2,proteina recombinante S1 purificada; canaleta 3, purificacdo do eluato
da canaleta 2; canaleta 4, mudanca no pH dos tampdes de ligacdo e eluigdo para pH 7,0.
Anticorpos utilizados sdo provenientes de um pool de soro de galinhas.

Além disso, na técnica de Western-blotting foi verificado que a proteina
recombinante S1 purificada foi reconhecida pelo soro de galinhas hiperimunizadas
com a estirpe M41 do VBI. Inicialmente, foi feita uma busca de soros positivos entre
amostras provenientes de aves experimentalmente infectadas com a estirpe M41 do
VBI, através da técnica de Western Blotting a fim de identificar os que apresentassem
uma maior reatividade tanto com a proteina S1 derivada do préprio VBI como da

proteina S1 recombinante expressa pelas células de levedura S. cervisiae (Figura 16).

Figura 17 . Membrana de Western, teste de diferentes soros de galinha, anticorpos
policlonais, para observar a sua reatividade contra a proteina recombinate de S1. Cada
canaleta contém 30 uL proteina e 30 pL levedura e 10 puL Marcador de tamanho molecular
(Bench Marck-Invitrogen).
Os resultados evidenciaram que tanto o pool de soros fortemente positivos para
o VBI como alguns das amostras de soros analisadas estdo efetivamente reagindo com
a proteina recombinante S1 (Figura 15). Na canaleta 1 encontra-se o resultado da
interacdo do pool de 11 soros fortemente positivos para o VBI com a proteina
recombinante S1 expressa em leveduras, enquanto que nas canaletas 2 a 7 foram
testados 6 diferentes amostras de soros de galinha experimentalmente infectadas com

o VBI. As setas na figura indicam onde houve reatividade de cada um dos soros
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testados com a proteina recombinante S1, com tamanho molecular de
aproximadamente 95 kDa. As amostras de soros testadas nas canaletas 4 e 6 nao
reagiram com a proteina recombinante S1, sendo que apenas revelaram reatividade
com proteinas da propria levedura, tal como demonstra a reatividadade do pool de
soros fortemente positivos para o VBI na canaleta “Lev” a qual contem apenas o extrato

das proteinas de leveduras ndo transformadas com o vetor e o inserto do gene S1.

5.13. Teste de ELISA - (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

5.13.1. Desenvolvimento do ELISA com a proteina S1 do VBI expressa em
leveduras (Y-S1-ELISA)

O teste Y-S1-ELISA foi padronizado, colocando-se para reagir varias
concentragdes da proteina S1 recombinante, previamente adsorvidas as cavidades da
microplaca com diferentes diluicdes; desde 1:50 a 1: 800, dos soros de galinha de
referéncia negativa e positiva contra a estirpe M 41 do VBI. A maior discriminag@o entre
as reagbes com cada um desses soros de galinhas, foram observadas em
concentragdes da proteina s1 recombinante de 2 ug/mL e quando as diluicbes séricas
eram correspondentes a 1:25. A capacidade da proteina S1 recombinante em
discriminar o soro positivo do negativo foi melhor observada em 2 ug/ml (Figura 18).
Uma vez que as amostras de soro de referéncia positivo e negativo revelaram
resultados bem distintos nas diluigbes de 1:25, passou-se a se usar esta diluigdo para
testar as demais amostras de soro de aves infectadas e re-infectadas com o VBI, bem

como as amostras séricas de campo.
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Figura 18. Resultados do método Y-S1-ELISA realizado com diferentes concentragbes da
proteina recombinante da estirpe M41 do VBI expressa em S.cerevisiae, ensaiando-se
amostras de soro positivo e soro negativo de galinha, em diluicées de 1:25 a 1:800.

5.13.2. Aplicacao do teste Y-S1-ELISA para a deteccao de anticorpos especificos

em aves vacinadas ou nao e experimentalmente infectadas

Com relacao a aplicacdo do método indireto de ELISA usando-se a proteina S1
recombinante produzida em leveduras, para a mensuragao de anticorpos em galinhas
SPF submetidas a infeccdo e a re-infeccdo com a estirpe M41 do VBI, verificou-se que
os niveis de anticorpos aumentaram de forma acentuada logo apés a infeccao dessas
aves com a estirpe M41 desse virus (Figura 19-A). A cinética da resposta imune
humoral pos-infeccdo mostrou uma elevacdo de forma marcante da 22 (5 dias pos-
infeccao) para a 32 colheita (15 dias pés-infeccao), atingindo valores de A/P média de
0.50, os quais sofreram, a partir dai, pequenas flutuacées, havendo um ligeiro
decréscimo deste intervalo de tempo até 30° dia pos-infeccdo e uma elevacao reduzida
no 45° dia pos-infecgdo, ocasido em que as aves foram re-infectadas com essa mesma
estirpe viral, 0 que ocasionou um incremento muito ligeiro dos niveis de anticorpos para
valores médios de A/P de aproximadamente 0.70 (Figura 19).

Perfis semelhantes da cinética da resposta imune humoral foram observados no

grupo de aves vacinadas com a estirpe H120 do VBI e desafiadas 4 semanas depois
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com a estirpe M41 desse mesmo virus (Figura 19-B). A excecao, nesse caso, é que as
magnitudes de respostas detectadas em termos de valores A/P foram maiores do que
nas aves apdés a primo-infeccdo e re-infectadas, sendo que o0s niveis sofreram

pequenas oscilagdes mas ndo apresentaram maiores elevagoes.
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Figura 19. Cinética das respostas de anticorpos em grupo de aves infectadas e re-infectadas
com o VBI (A) ou em grupo de aves vacinadas e desafiadas com este mesmo virus (B) através
a técnica de Y-S1-ELISA. Os niveis de anticorpos sdo expressos como valores A/P médios. As
setas indicam os dias do desafio (D) ou da vacinagao (V).
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5.13.3.Relacoes entre os resultados do Y-S1-ELISA e do kit comercial de ELISA
usados na deteccao de anticorpos contra o VBI

A fim de avaliar de forma mais acurada a sensibilidade e a especificidade do
novo teste de Y-S1-ELISA, os niveis de anticorpos observados na analise por essa
técnica em uma colecdo de 104 soros colhidos de aves de campo criadas em granjas
onde houve a suspeita clinica da presenca de infeccao pelo VBI, foram comparados
com os resultados observados no kit comercial de ELISA. A sensibilidade relativa do Y-
S1-ELISA foi de 87,5%, enquanto que a especificidade foi de 81,25% e a acuracia foi de
84,61%. Um total de 49 amostras séricas foram classificadas como positivas e 39 como
negativas, em ambas técnicas de ELISA (Tabela 1). Dezesseis soros apresentaram
resultados discordantes, sendo que 09 amostras foram classificadas como positivas
somente pelo Y-S1-ELISA, enquanto que outras 07 amostras foram positivas apenas no
kit comercial de ELISA.

Uma boa correlacao (r = 0,819697) foi observada entre os niveis de anticorpos
detectados pelo Y-S1-ELISA e aqueles determinados no kit comercial de ELISA (P <
0,0001) na andlise de regressao linear feita para comparar a performance desses 2

testes (Figura 21).
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Tabela 1. Comparacgéao entre os resultados do kit comercial de ELISA e do Y-S1-ELISA

para a deteccdo de anticorpos contra o VBI presentes no soro de galinhas.

Y-S1-ELISA KIT COMERCIAL DE ELISA
VBI Positivos VBI Negativos Total
VBI Positivos 49 09 58
VBI Negativos 07 39 46
Total 56 48 104

*Sensibilidade Relativa = (49/56) x 100 = 87,5%.
*Especificidade Relativa = (39/48) x 100 = 81,25%.
*Acuracia = [(49 + 39) / 104] x 100 = 84,61%
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- y = 1,4843x + 0,0571
2.5 r= 0,82
n=104
2 N .
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Figura 20. Correlacao entre os niveis de anticorpos (valor A/P) obtidos no Y-S1-Elisa e no kit
comercial de ELISA para o VBI.



46

VI. DISCUSSAO

A emergéncia de novas doencgas gera grande impacto na queda de produtividade
animal levando a redugédo das oportunidades comerciais para todo o setor. IniUmeras
doencas infecciosas estdo presentes na avicultura e necessitam ser diagnosticadas de
forma rapida e precisa para nao atrapalhar o desempenho dessa produtividade.

Para entdo diagnostica-las hd a necessidade de métodos que possuam
reagentes que sejam além de rapidos e precisos sejam também de baixo custo e
apresentem boa reprodutibilidade em sua utilizagcéo.

Um dos problemas encontrados nesses métodos sorolégicos é que estes
dependem da existéncia e do preparo de antigenos purificados, encarecendo-o e
despendendo de técnicas demoradas e trabalhosas, como a purificacdo de massa do
VBI por meio de inoculagdo em ovos embrionados SPF seguido de ultra centrifugagcao
em gradiente de sacarose para serem utilizados no preparo dos kits comerciais de
ELISA, que sdo usados na deteccdao e mensuracdo de anticorpos contra diversos
patdogenos virais avidrios. Os kits comerciais de ELISA disponiveis no mercado
atualmente utilizam particulas integras do virus (NDIFUNA et. al ., 1998).

As técnicas moleculares de clonagem e expressao de proteinas heter6logas em
sistemas de procariotos e eucariotos sdo técnicas alternativas para a producao de
antigenos isolados e, ainda, podem contribuir na diminuigcdo dos custos de produgao
dos imunoensaios. Nesse contexto, a literatura mostra possibilidades de uso de
sistemas de clonagem e expressao cada um com suas vantagens e desvantagens, e
principalmente, apropriados ou ndo para a expressao de um determinado antigeno viral.
Para tanto existem sistemas constiuidos por procariotos, como a E.coli, ou por por
eucariotos, como as leveduras Saccharomyces spp., Picchia spp., acrescendo-se ainda,
da possibilidade de serem usados vetores virais como Poxvirus, Baculovirus juntamente
com células animais em culturas in vitro (CHANG, et.al., 1998). Ainda, foi demonstrado

também que as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Picchia pastoris foram utilizadas
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na expressao da proteina N desse mesmo virus (GIBERTONI, 2005; SLIBINSKAS R.,
et.al. 2004)
Apesar disso, ha um numero muito pequeno de estudos versando sobre a
clonagem e a expressdo de glicoproteinas recombinantes, em leveduras da espécie
Saccharomyces cerevisiae, eles vem sendo utlilizados uma vez que esses
microrganismos nao produzem endotoxinas (lipopolissacérides - LPS), sendo, portanto
reconhecidos como muito seguros para a producdo de alimentos, medicamentos ou
imunobiologicos. Estes microrganismos também se mostram imprescindiveis para a
producao de proteinas glicosiladas ou de proteinas que necessitem sofrer modificacoes
que dependam por exemplo de clivagens poés-traducionais (KANG, 1988); como é o caso
da proteina S1 do VBI.
Com base nas propriedades acima destacadas, utilizou-se nesse trabalho o
sistema de expressao constituido pelo vetor pYes TOPO-TA e as células da levedura
Saccharomyces cerevisiae para a produgao da glicoproteina S1 da estirpe M41 do VBI, o
qual oferece, em adicao a isso, a vantagem de possibilitar a purificacdo dessa proteina
em coluna de niquel-sepharose, j4 que esse vetor possui seqiéncias codificadoras da
cauda de poli-histidina e do epitopo V-5 nas proteinas recombinantes expressas.
O tamanho molecular observado, na anélise feita por meio da técnica de PAGE-
SDS e de Western-Blotting, para a proteina S1 recombinante produzida em leveduras
correspondeu a 95 kDa, o qual esta dentro da faixa de variacdo esperada para a
glicoproteina S1 do VBI contendo a cauda adicional de poli-histidina e o epitopo V-5,
conforme foi explanado acima. Na verdade, ha trinta aminoacidos na cauda de Poli-
histidina e do epitopo V-5 que foram adicionados pelas sequéncias génicas que
codificam tais sequéncias de aminoacidos junto a extremidade C-terminal da proteina
recombinante de fusdo S1, acarretando um ligeiro aumento na massa molecular que foi
observada e em comparagdo com a que foi reportada para a proteina viral nativa
homaéloga do VBI (CAVANAGH, 1997).

Além disso, a técnica de Western-blotting demonstrou um elevado grau de
homologia antigénica entre a proteina S1 recombinante produzida em leveduras e a

proteina nativa do préprio VBl uma vez que os anticorpos policlonais presentes no soro
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de galinhas hiperimunizadas com estirpe M41 do VBI foram capazes de reconhecer a
proteina recombinante da mesma forma que interagem com a proteina do VBI.

De posse desses resultados relativos a caracterizagdo imunoquimica da proteina
recombinante S1 expressa em leveduras, foi desenvolvido um teste de Y-S1-ELISA
adsorvendo-se na superficie da microplaca diferentes concentragdes da glicoproteina
S1 recombinante do VBI. Os resultados encontrados demonstram que este teste foi
capaz de detectar e de mensurar os niveis de anticorpos especificos contra VBI,
presentes nas amostras de soros sanguineos de aves infectadas com este virus. Além
disso, o teste Y-S1-ELISA foi também capaz de identificar as aves que sofreram
infecgdo, ou que foram vacinadas e depois infectadas, tendo sido caracterizada a
variacao dos niveis dos anticorpos nos diferentes intervalos de tempo apds a vacinacao
e/ou a infecgao.

Além disso, os resultados da cinética das respostas de anticorpos anti-VBI
especificos que foram determinados pelo Y-S1-ELISA, em aves infectadas
experimentalmente e vacinadas ou nao previamente, foram muito similares aos que
foram previamente obtidos por IGNJATOVIC e GALLI (1995) através de um método
indireto de ELISA realizado com a glicoproteina S1 purificada em colunas de imuno-
afinidade.

A funcionalidade do teste Y-S1-ELISA foi também avaliada com relagdo a um
grupo representativo de 104 amostras séricas colhidas de aves com suspeita clinica de
infeccao pelo VBI. O conjunto de resultados revelou que hd uma correlacdo esperada
entre esse novo método de ELISA, realizado com a glicoproteina S1 expressa em
leveduras e o kit comercial de ELISA, que vem sendo rotineiramente empregado na
sorologia do VBI. Em adicao a isso, foram observados niveis relativamente elevados de
sensibilidade, acuracia e bom nivel de especificidade.

Levando em consideracdo que a glicoproteina S1 € menos imunogénica e
apresenta maior reatividade cruzada em relacao as diferentes estirpes do VBI do que as
demais proteinas estruturais do VBI (S e M) (SNEED et al., 1989, WILLIAMS et al.,
1992, SEO et al., 1997, NDIFUNA et al., 1998), os resultados acima observados, devem
ser levados em consideragdo embora o ELISA comercial tenha adsorvido na superficie
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das cavidades de suas microplacas uma composi¢cdo de antigenos do VBI mais
completa e complexa, incluindo as 3 proteinas estruturais mais importantes do VBI (S,
M e N), provavelmente a propor¢édo e a quantidade de cada uma dessas proteinas
sejam diferentes daquela existente e que foi adsorvida na superficie da microplaca em
nosso teste de ELISA (Y-S1-ELISA). Este, por seu turno, apresenta, adsorvido a fase
sélida, apenas a glicoproteina S1 do VBI.

O kit comercial de ELISA possui adsorvido na superficie das cavidades da
microplaca uma composicao antigénica mais complexa, a qual inclui as 3 proteinas
estruturais principais do VBI (S, N e M). Dessa forma, a quantidade e a proporcao de
cada uma dessas proteinas sao diferentes daquela que esta adsorvida na superficie
das microplacas do Y-S1-ELISA, que contém somente a proteina recombinante S1. Em
adicao a isso, estudos prévios relataram que a nucleoproteina do VBI é mais
imunogénica e apresenta maior reatividade cruzada entre diferentes estirpes desse
virus (SNEED et al., 1989, IGNJATOVIC e GALLI 1995, SEO et al., 1997) do que a
proteina S1 do VBI e tende a reagir com anticorpos produzidos mais precocemente
durante uma resposta imune apés a infeccao pelo VBI tal como foi demonstrado por
GIBERTONI et al. (2005). Portanto, todas essas consideragcées ajudam a entender a
razdo da ocorréncia de resultados diferentes na sensibilidade e na especificidade da
técnica de Y-S1-ELISA quando comparada as técnicas de Y-N-ELISA ou dos kits
comerciais de ELISA.

Também deve-se levar em conta que para um numero consideravel de proteinas
estruturais virais, as leveduras foram e continuam sendo sistemas de exceléncia para a
expressdo de proteinas recombinantes. Algumas razées que tornam atraente as
leveduras como sistema de expressado de genes heterdlogos devem-se ao fato de que
as leveduras sdao microrganismos unicelulares eucariéticos capazes de fazer o
processamento pos-transducional dos polipeptideos expressos, adicionando-se o fato
de que a sua manipulacdo genética é relativamente mais facil (ROMANOS et al., 1992,
FABER et al., 1995).

Assim, uma vez que as leveduras sédo eucariotos, seu ambiente intra-celular é

mais adequado para que ocorra o correto dobramento, ou formagdo da estrutura
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terciaria das proteinas virais (ROMANOS et al., 1992, FABER et al., 1995). Tém sido
crescentes os relatos na literatura sobre a producdo de estruturas semelhantes a
particulas virais (“virus like particles — VLPs) homdlogas e heter6logas em leveduras e,
ainda, o sistema de expressdo em leveduras tem também sido usado para produzir
vacinas recombinantes de uso licenciado contra o virus da hepatite B humana, a qual
representa a primeira vacina formulada e que tem sido utilizada, ha um longo periodo
de forma bem sucedida, com um antigeno preparado pela engenharia genética
(MCMAHON & WAINWRIGHT, 1993).

Da maneira como foi evidenciado no presente estudo, a proteina recombinante
S1 expressa em leveduras parece conter a estrutura antigénica original encontrada na
glicoproteina S1 do préprio VBI, sendo que tal estrutura inclui os sitios antigénicos mais
relevantes, que sao criticos na indugao de imunidade protetora e, por conseguinte, para
0 monitoramento dessa mesma imunidade. Além disso, essa proteina S1 recombinante
foi expressa em niveis elevados e foi purificada com facilidade. Assim todas essas
caracteristicas tornam entdo sistema adequado e eficiente para ser usado na obtencao
de proteinas virais a serem aplicadas em técnicas soroldgicas como o ELISA.

Ficou caracterizado, assim, o grande potencial dessa preparagao antigénica
recombinante produzida por clonagem e expressao em células de S. cerevisiae, ser
utilizada, com sucesso, no método indireto de ELISA ou de outros ensaios sorolégicos

de fase sélida para ser aplicado no sorodiagnéstico da bronquite infecciosa.
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VIl. CONCLUSOES

7.1 A estratégia de amplificacao a partir do RNA gendmico viral por RT-PCR,
juntamente com o sistema constituido pelo vetor pYes TOPO — TA e tendo como
células hospedeiras a levedura S. cerevisiae usado para a clonagem e expressao da
proteina S1 da estirpe M41 do VBI provaram ser um método alternativo excelente para
a producdo da proteina S1 da estirpe M41 do VBI a ser empregada na deteccdo de
anticorpos anti-virais especificos em galinhas infectadas e/ou vacinadas com esse
mesmo Vvirus.

7.2 A proteina recombinante S1 expressa em S. cerevisiae apresenta um

elevado grau de homologia antigénica com a proteina S1 do proprio VBI;

7.3 O método indireto de ELISA realizado com a proteina recombinante S1 é
capaz de detectar e de mensurar de forma especifica os niveis de anticorpos
especificos contra o VBI, presente nas amostras de soros sanguineos de aves
infectadas ou de aves vacinadas com este virus, mostrando, assim, sua utilidade para
ser aplicado no imunodiagnédstico da infeccao por este virus, ou no monitoramento das

respostas imunes pds-vacinais
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