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RESUMO

O gene da proteina de nucleocapsideo (1.230 pb) da estirpe M41 do virus da bronquite infecciosa
(VBI) foi amplificado pelas reacdes de transcricdo reversa e em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
clonado, em seguida, em dois sistemas; pET28a - Escherichia coli e pFLD - Pichia pastoris. Os produtos
recombinantes construidos para expressdo (pET28a-N ou pFLD-N) foram identificados por
andlises de PCR e de sequenciamento de nucleotideos. Os clones transformantes da linhagem BL21
de E. coli e da linhagem GS115 de P. pastoris foram submetidos aos protocolos apropriados de
indugdo. A expressao da proteina N de fusdo com etiqueta de poli-histidina e com massa molecular
de 54 kDa foi determinada pelas técnicas de SDS-PAGE e de Western blotting, confirmando-se que
ambas proteinas N recombinantes apresentaram tamanhos e antigenicidade compativeis com a
proteina N nativa do préprio VBI. O sistema E. coli expressou uma quantidade relevante da proteina
N recombinante, enquanto que o sistema P. pastoris produziu uma baixa recuperagao dessa proteina
recombinante. A proteina N recombinante gerada pelo sistema bacteriano foi purificada em resina
de niquel-sepharose. O conjunto de resultados indica que o sistema de expressao constituido por
pET28a — E. coli é mais efetivo para produzir a proteina N recombinante do VBI destinada ao uso
como antigeno para detectar anticorpos anti-virais especificos em ensaios de imunodiagnéstico
para essa infeccdo viral.
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ABSTRACT

CLONING, EXPRESSION, AND CHARACTERIZATION OF THENUCLEOCAPSID PROTEIN
OF INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS IN ESCHERICHIA COLI AND PICHIA PASTORIS. The
nucleocapsid protein (N) gene (1,230 bp) of the M41 strain of infectious bronchitis virus (IBV) was
amplified by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), and cloned in two
systems; pET28a Escherichia coli and pFLD Pichia pastoris. The recombinant expression constructs
(pET28a-N or pFLD-N) were identified by PCR and sequencing analysis. The transformant clones
of BL21 strain of E. coli or GS115 of P. pastoris were submitted to appropriate inducting protocols.
Expression of histidine-tagged fusion N proteins with a molecular mass of 54 kDa was determined
by SDS-PAGE and Western blotting analysis, confirming that both recombinant N proteins were
comparable in size and antigenicity to native IBV N protein. The E. coli system overexpressed the
recombinant N protein, while the P. pastoris system produced a low yield of this recombinant
protein. The bacteria expressed N protein was purified by chromatography on nickel-sepharose
resin. These results indicated that the pET28a E. coli expression system is more effective to generate
N recombinant protein for using as an antigen to detect anti-IBV antibodies in immuno-assays for
this viral infection.

KEY WORDS: Infectious bronchitis virus, cloning, expression, recombinant antigen, ELISA.

INTRODUCAO Gallus gallus), e senotabiliza por ser o agente etiolégico
dabronquiteinfecciosa (BI), mais comumente conhe-
Ovirusdabronquiteinfecciosa (VBI)é,pordefini-  cida como bronquite infecciosa das aves. O VBl é um

¢do, um coronavirus de aves domésticas (espécie =~ membrodafamilia Coronaviridae, constituido porum
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genoma composto por um RNA de fita simples e
sentido positivo com 27,6 kb que codifica a produgdo
de quatro proteinas estruturais, identificadas como a
glicoproteina de espicula (S), a glicoproteina integral
de membrana (M), a proteina pequena de membrana
(E) e proteina fosforilada de nucleocapsideo (IN)
(CavanacH, 2007). A proteina N do VBI, que se cons-
titui na proteina principal do capsideo, é produzida
em grande quantidade na infeccdo por esse virus.
Essa proteina tem a suaestruturaaltamente conserva-
da,comcercade94a99% deidentidade entreas varias
estirpes do VBI (WILLIAMS ef al., 1992), além de ser
altamente imunogénica, sendo, por conseguinte, ca-
paz de induzir a producio de anticorpos especificos
e de linfécitos T efetores especificos, sobretudo com
agao citotoxica (SNEED et al., 1989; Sko et al., 1997).
Dessa forma, a proteina N do VBI retine um niimero
significativodeatributos parase constituirnoantigeno
de eleicdo para o desenvolvimento de ensaios
sorolégicos a serem empregados na deteccdo/
mensuracdo de anticorpos antiantigenos de grupo
desse virus (NDIFUNA et al., 1998). As técnicas
moleculares de clonagem e expressdo de proteinas
heterdlogas em sistemas de procariotos e eucariotos
sdo técnicasalternativas paraa producdo deantigenos
isolados e, ainda, podem contribuir na diminuigao
dos custos de produgdo dos imunoensaios (NDIFUNA
etal.,1998; Loa et al., 2004). Dentre os procedimentos
de clonagem e expressdo de genes codificadores de
proteinas estruturais de virus em geral e do VBI, em
particular, constata-se que existem vérias possibili-
dades ja exploradas, quer seja com o uso de sistemas
de hospedeiros procariotos, como a Escherichia coli
(NprruNa et al., 1998; Loa et al., 2004; Lucovskaya et al.,
2006), ou eucariotos, como células de insetos
transfectadas com vetores de baculovirus (Guy et al.,
2002; CueN et al., 2003). Ainda, foi demonstrado tam-
bém que as leveduras Saccharomyces cerevisiae foram
utilizadas na expressdo da proteina N desse mesmo
virus (GBERTONI et al.,2005), bem como asleveduras da
espécie Pichia pastoris foram usadas para a expressao
deproteinasestruturais S1eN deum outroimportan-
te coronavirus, o virus da SARS (L et al., 2004; Lu et
al., 2006). No entanto, ndo ha informagdes sobre a
clonagem e a expressao da proteina N do VBI nessa
espécie de leveduras, nem sobre a avaliagdo compa-
rativa com outros sistemas de expressao.

Assim, foi desenvolvido o presente estudo com o
objetivo principal de clonar e expressar o gene da prote-
inadonucleocapsideoN daestirpeM 41 do VBIemdois
sistemas de expressao, constituidos por E. coli e por P.
pastoris, e comparar o desempenho desses sistemas, no
sentidode tornardisponivel essa proteinarecombinante
para ser utilizada como antigeno em técnicas de
sorodiagndsticodainfec¢dopelo VBI, ouemestudosda
avaliagdo da imunidade contra esse virus.

MATERIALEMETODOS
Propagacao viral e preparagio do RNA

A estirpe vacinal de referéncia Massachusetts
41 (M41-CNPSA -EMBRAPA - Concérdia, SC) do
VBI foi propagada com base na descricdo de OweN
et al. (1991). O virus foi inoculado em ovos
embrionados SPF com 9 dias de incubacéo, na
cavidade cérion-alantoide (CA), no volume de 200
mL/ovo.Cercade 36 horas pés-inoculacdo, os ovos
foram refrigerados por, no minimo, quatro horas a
temperatura de 4° C. Em seguida, o liquido cério-
alantoide (LCA) foi colhido, distribuido em
aliquotaseestocadoa-70°C, até omomento do uso.
O acido nucleico das amostras obtido de suspen-
sdes oriundas do LCA foi extraido com a utilizacao
de Trizol® LS Reagent (Invitrogen™), de acordo com
as recomendacdes do fabricante.

Amplificacao do gene N por RT-PCR

Com base na sequéncia do gene da proteina N da
estirpeM41 do VBI(“GenBank” n° de acesso-M28566)
foram desenhados os oligonucleotideos (Tabela 1), de
maneira a se hibridizarem com as extremidades 5" e
3’ de toda a sequéncia aberta de leitura (open reading
frame — orf) do gene N (1.230 pb) e possuirem sitios
para clivagem com as enzimas de restri¢do compati-
veiscomaclonagem direcionadanosvetores pET28a
(sistema — E. coli) e pFLD (sistema — P. pastoris).

A partir do RNA viral extraido da suspensédo de
LCA infectado com a estirpe M41 do VBI, foi obtido o
cDNA por transcri¢cdao reversa (RT), usando
oligonucleotideo randdmico para, em seguida, ser
amplificada pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) toda a orf do gene da proteina N, usando-se os
oligonucleotideos descritos na Tabela 1 e o kit da
enzima “Platinum® Taq DNA Polymerase High
Fidelity” (Invitrogen™), sendo as condi¢des da PCR
constituidas por um primeiro ciclo a 95° C por 5
minutos, seguido de outro cicloa70° C por 2 minutos
edemais 35 ciclos, cada um composto por trés passos;
94° C por 1 minuto, para desnaturagdo do DNA, 48°
C por 1 minuto, para o hibridiza¢do dos iniciadores
e 68° C por 2 minutos e 30 segundos, para a extensdo
das fitas, seguidode 10 minutos de extensaofinala68°C.
Depois da amplificagdao, 5 uL. do produto da PCR
foram aplicados em gel de agarose (0,8%) imerso em
tampao TBE0,5x Tris-Borato (0,045M), EDTA (1 mM)
esubmetidoauma voltagemadequada as dimensdes
do gel (1 a 10V/cm). A visualizacdo dos produtos
amplificados, no gel de agarose, foirealizada através
da transiluminacado do gel em luz ultravioleta, apds
cora-loemsolucdo debrometodeetideo (0,5 ug/mL)
(SamBrOOK; FriTscH; ManiaTis, 2001).
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Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo do gene N.

Oligos

Sequéncias de nucleotideos

Oligo-Pet-A+"
Oligo-Pet-B-*
Oligo-Pic-A+

Oligo-Pic-B-

Nde I
5-GGAATTCCATATGGCAAGCGGTAAGGC-3’
Xho 1
5-CCGCTCGAGAAGTTCATTCTCTCCTAG-3’
Xho 1
5-CCGCTCGAGGTCATGGCAAGCGGTAA-3’
Apal
5-ATTATTGGGCCCAAGTTCATTCTCTCCTAG-3’

*(+) senso/(-) antissenso.

Clonagem do gene da proteina N

Os produtos amplificados contendo os insertos
nas posigOes corretas de leitura (“in frame”) —1.249
pb, a serem subclonados no vetor de expressao em
bactérias pET-28ae 0de 1.252 pb, no vetor de expres-
sdo em leveduras pFLD, foram purificados através
dautilizagao do “kit” comercial GFXPCRDNA e Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare, USA), de acor-
do com as especifica¢des do fabricante, para depois
serem clonados no vetor pPGEM®-T Easy (Promega),
o qual foi usado para a transformagao de células de
E. coli da linhagem DH10B, sendo que os
transformantes foram cultivados em meio LB (1%
Triptona, 0,5% Extrato de levedura, 1% NaCl) com
50ug/mL deampicilina. Aofinal dessa etapa, prepa-
ragdes de DNA plasmidial, obtidas a partir dos
clones transformantes, foram digeridas com as
enzimas Ndele Xhol;e Xhole Apal, respectivamente
com vistas a clonagem dessas sequéncias do gene N
nos vetores pET28a ou pFLD. Os produtos dessas
digestoes foram analisados por eletroforese em gel
de agarose. Apds a extragdo do DNA dos clones, da
verificacdo da presenga de plasmideos contendo o
inserto do gene N do VBI e da determinacdo da
quantidade de DNA, em espectrofotometro UV, nos
comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, cada
uma dessas preparagdes de DNA plasmidial foi
submetida ao sequenciamento, utilizando os
oligonucleotideos T7 Promoter e SP6 Reverse e o kit
“BigDye®Terminator” v3.1 (Perkin Elmer), para con-
firmar asimilaridade dassequéncias denucleotideos
dos genes N amplificados e clonados. A partir deum
dos clones confirmados como portador doinserto do
gene N da estirpe M41 do VB], foi feita a extragdo do
DNA plasmidial e, posteriormente, submetido a di-
gestdo com as mesmas enzimas anteriormente cita-
das e especificas para a clonagem direcional nos
vetores de expressao, pET-28a e pFLD, que também
passaram pelo mesmo processo de digestao, de for-
ma que, aofinal, as duas preparagdes de todaaorfdo
gene N fossem ligadas a cada um desses vetores os

quais foram entdo usados para a transformacao das
célulasde E. colidalinhagem BL21 (DE) pLys, segun-
do procedimento descrito por SAMBROOK et al. (2001)
e da linhagem GS115 de leveduras da espécie P.
pastoris, tendo sido antes linearizado, o vetor pFLD
+ gene N, com a enzima Cla I e usando-se a
eletroporagao, conforme recomendam os procedi-
mentos descritos pelo fornecedor (“pFLDand pFLDa
- Pichia pastoris expression vectors” - Invitrogen™).

Indu¢do da expressio da proteina N
recombinante nos clones recombinantes de E. coli

Clones transformantes da linhagem BL21 de E.
coliforamselecionados e, em seguida, cultivadosem
10mL demeio LB contendo 100 ug/mL kanamicina,
sobagitacaode250rpma37°C, durante 16 horas. Em
seguida, todo o volume (10 mL) foi transferido para
200 mL de meio LB contendo kanamicina na mesma
concentracdo anterior, sendo incubado a 37°C sob
agitacdao de 200 rpm. Quando a densidade 6ptica
dessa cultura atingiu aproximadamente 0,8 em um
comprimento de onda de 600 nm, a expressdo da
proteina recombinante foi induzida pela adi¢do de
IPTG (isopropil 8-D-1-tiogalactopiranosideo) na con-
centragdo final de 0,2 mM. As culturas, depois da
adigao do agente de indugéo, foram incubadas por
mais4horasa30°Cesobagitacdo de200rpm,sendo,
ao final, submetidas ao processo de extracdo de
proteinas, conforme os procedimentos recomenda-
dos por Loa et al. (2004), exceto que a proteina
recombinante foi obtida da fra¢do soluvel e nao de
corptusculos de inclusdo, como no caso dos autores
citados.

Indu¢do da expressio da proteina N
recombinante nos clones recombinantes de P. pas-
toris

Depois dos clones recombinantes de levedura te-
remsidoselecionados apéds cultivo poraté 2 diasa30°
C em placas contendo meio YPDS (1% extrato de
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levedura, 2% peptona, 2% glicose, 18% sorbitol, 2%
agar),contendo 100 ng/mL doantibiético zeocina, foi
escolhido um clone que foi submetido inicialmente a
uma cultura sob a forma de um pré-in6culo em 5mL
demeio YPD (1% extratodelevedura, 2% peptona, 2%
glicose), mantido sob agitagao de 250 rpm, a30°C por
16-18 horas. Apés esta etapaa cultura foi centrifugada
eas células deleveduraressuspendidasem 25mL de
meio minimo com glicerol: MGA (Meio minimo com
glicerol esulfato deamonio) (1,34% Basenitrogenada
de levedura sem aminodcidos, 0,02% Biotina, 2%
Glicerol, 1% Sulfato de amonio, 0, 004% Histidina),
onde permaneceram sob agitagdo por 36 horas. A
indugdo da expressdo do gene de interesse foi feita
apo6sa centrifugacdo eressuspensao da culturaem 50
mL de meio MMA (Meio minimo com metanol e sul-
fatodeamonio) (1,34% Basenitrogenada delevedura
sem aminodcidos, 0,02% Biotina, 1% Metanol, 1%
Sulfato deaménio, 0,004% Histidina) no qual perma-
neceu sob agitagao por 96 horas, sendo adicionado
metanol a cada 24 horas, em uma concentracao final
deO ,5(70.

Lise das células transformantes de E. coli e P.
pastoris para extragido da proteina N recombinante

As preparagdes do extrato celular para analise da
producdo de proteinas intracelulares recombinantes
em pequena escala, em cada um dos dois sistemas de
expressdo utilizados neste estudo, foram coletadas
por centrifugagdo durante 10 minutos. Os pellets
celulares obtidos foram ressuspendidos em tamp@o
de lise (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 1 mM de PMSF-
Fluoreto de Fenilmetil Sulfonil,1 mM de EDTA, 1 mM
de Pepstatinae0,5mM de Aprotinina) e,em seguida,
submetidos alise, conforme recomendam NDIFUNA et
al. (1998) e GiBerTONI et al. (2005) tendo sido usado um
sonicador (E. coli) (Sonics Vibra Cell - Sonics &
Materials, VC x 500) ou agitagdo em voértex com
esférulas de vidro (glass beads) (Sigma, St. Louis, MO)
(P. pastoris). Oslisados celulares foram centrifugados
a 12.000 xg durante 10 minutos a 4°C, tendo sido
determinada de cada um desses lisados a concentra-
¢do proteica, utilizando-se o método de BraDFORD
(1976). Ao final, esses lisados de E. coli e de P. pastoris
foram armazenados a-20° C até o momento de serem
analisados pelas técnicas de SDS-PAGE e Western-
blotting.

Purificacao da proteina N recombinante produ-
zida por E. coli

A proteina N recombinante expressa em E. coli
contendo 6 aminoacidos de Histidina (6xHis) foi
purificada através da cromatografia de afinidade
contendo a resina de niquel-sepharose (“Ni

Sepharose™ High performance” GE Healthcare). A
proteina N recombinante (6xHis) foi eluida com
Imidazol (Sigma, St. Louis, MO). A concentragao da
proteina purificada foi determinada utilizando-se o
Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA) base-
ado no método de Braprorp (1976). As fracdes
coletadas correspondentes aos picos de absorbéncia,
numa concentracdo final da fragdo contendo a prote-
ina N recombinante purificada de 3,4mg/mL, foram
armazenadas a -20°C para posterior utilizagdo no
Western-blotting.

Analise por SDS-PAGE e Western blotting

Foram seguidos, em linhas gerais, os protocolos
descritos por LaEmmLI, 1970 e TowsiN et al. (1979). Em
suma, inicialmente os lisados celulares obtidos de E.
coliede P. pastoris submetidas ao processo deindugdo
da expressdo do gene N, foram analisados por SDS-
PAGE, usando-se um sistema de tampaéo
descontinuo. As bandas polipeptidicas separadas
pelaeletroforese foram detectadas em gel a 9%, atra-
vés da coloragdo utilizando o corante “Coomassie
Brilliant Blue R-250. A especificidade da proteina N
recombinante foi também analisada, por Western
blotting, utilizando-se ou um anticorpo monoclonal
anti-histidina (Sigma, St. Louis, MO), ou anticorpos
policlonais anti-VBI contidos em soro de galinhas
hiperimunizadas com a estirpe M41 do VBI, prepa-
rado por BRoNzontet al. (2005). Apés a eletroforese, os
polipeptideos foram eletro-transferidos em cuba de
transferéncia imida para umamembranade HPVDF
(GE Healthcare, USA). Em seguida foram adiciona-
dos os anticorpos primarios detectores; o anticorpo
monoclonal anti-Histidina na dilui¢do 1:25000,
para deteccdo da proteina recombinante expressa
em E. coli e na diluicdo de 1:500, para proteina
expressa em P. pastoris, ou o soro hiperimune anti-
VBI na dilui¢do de 1:500, preparada em solugdo
salina tamponada com fosfatos (NaCl0,14 M, 8 mM
Na,HPO,,2mMNaH_PO,, pH7,4) acrescida de 5%
deleiteem pé desnatado (PBS-LPD). Os conjugados
imunoenzimaticos constituidos pela peroxidase
combinada ao anticorpo de cabra anti IgG de ca-
mundongo (Bethyl Laboratories Inc. -Montomery,
TX,USA), ou combinada ao anticorpo de cabra anti-
IgG de galinha (Bethyl Laboratories Inc. —
Montomery, TX, USA) foram utilizados para reve-
lagdo do complexo antigeno-anticorpo, na dilui¢ao
1:500 em PBS-LPD. Apés a incubacdo por 1h, a
membrana foi novamente lavada com PBS acresci-
dodeTween20a0,05% ecomPBS, paraqueareacdo
de desenvolvimento da cor fosse induzida apds a
adi¢do da mistura do cromégeno (Diamino-
Benzidina) mais substrato especifico (H,O,) (FAST
-DAB; Sigma-Aldrich®).
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RESULTADOSEDISCUSSAO

Clonagem dos insertos do gene N da estirpe M41
do VBInos vetores de expressao paraE. colie para P.
pastoris

Foram obtidos na RT-PCR os dois produtos do
geneN comos tamanhos esperados, istoé,de1.249 pb
e de 1.252 pb para cada dos dois conjuntos de inicia-
dores usados respectivamente para clonagem nos
sistemas E. coli - pET28a e P. pastoris - pFLD. As
andlises por sequenciamento de nucleotideos de 2
clones bacterianos transformados na pré-clonagem
pelo vetor pGEM®-T Easy - gene N, para cada um
desses sistemas, revelou que esses insertos génicos
apresentavam identidade completa com relagdo a
sequéncia do gene da proteina N da estirpe M41 do
VBl disponivelno “GenBank” sob ontimero deacesso
M28566 (dados ndo mostrados).

No processo de clonagem desse mesmo gene no
vetor pET28a, foram selecionados oito clones
bacterianos dos quais dois (clones 1.1 e 2.2) foram
confirmados pelas técnicas de PCR com combinacéo
dois a dois de oligonucleotideos (do gene N ou do
vetor) ou por digestdo com enzimas derestrigdo para
o vetor contendo o inserto do gene N e um desses
clones foi entdo submetido a extracago do DNA
plasmidial para ser usado na transformacgdo da
linhagem BL21 (DE3) pLysdeE. coli, que é apropria-
da para a expressdo de proteinas recombinantes.
Desse novo ciclo de clonagem foram obtidos dois
clonesbacterianos, que também foram confirmados
serem portadores dovetor contendo oinsertodo gene
N, a fim de que fosse selecionado um clone para ser
submetido ao processo de inducdo da expressdo da
proteina recombinante por esse sistema de células
hospedeiras.

Para a expressdo em P. pastoris, os resultados das
analises do processo de subclonagem no vetor pFLD
demonstraram que dois clones selecionados porta-
vamoinsertodo geneN que também apresentou uma
completa identidade com a sequéncia do gene N da
estirpe M41 do VBI (“GenBank” n° 28566). Dessa
forma, foi confirmado como correta a construgao do
inserto do gene N no vetor pFLD (pFLD + gene N), a
qual foi, em seguida, escolhida para ser linearizada e
depois usada para transformar as células da linha-
gem GS115 da levedura P. pastoris.

Induc¢ao da expressao da proteina N
recombinante no sistema E. coli

Foi utilizado para expressdo da proteina N
recombinante produzidaem pequena escala, o méto-
doatravésdaindugaodopromotor T7RNA polimerase
pela adicdo de IPTG ao meio. A proteina N

recombinante foi purificada por meio da interagdo
comaresina “NiSepharose™ High performance” (GE
Healthcare), baseado no método de BRADFORD (1976),
a concentragdo final da fracdo contendo a proteina N
recombinante purificada foi de 3,4 mg/mL.

Os resultados da andlise por meio de eletroforese
emgel depoliacrilamida (SDS-PAGE) demonstraram
a presenga de um banda cujo peso molecular
correspondeuaaproximadamente54 kDa (Fig. 1A).O
mesmo ocorreu quando foi utilizado na reagao de
Western-blotting, o anticorpo monoclonal anti-
histidina, revelando uma banda intensamente
marcada pelo anticorpo monoclonal, com aproxima-
damente 54 kDa, referente a proteina deinteresse (Fig.
1B). A concentracdo de proteinas totais no extrato
celular obtido foi de 10 mg/mL. Abaixo da banda da
proteina de interesse reconhecida pelo anticorpo
monoclonal, ha outras bandas com tamanhos meno-
res, que igualmente reagiram com o anticorpo
monoclonal anti-histidina, parecendo se tratar de
bandas da proteina N recombinante que sofreram
alguma degradacao. Porém, o anticorpo monoclonal
anti-histidina ndo reconheceu nenhuma banda nos
extratos proteicos derivados dos controles negativos
constituidos somente pelo lisado de células da linha-
gem BL21 de E. coli.

A propésito, deve ser salientado que o tamanho
molecular observado, na anélise feita por meio da
técnica de SDS-PAGE, para a proteina N
recombinante produzida em E. coli, correspondeu a
aproximadamente 54 kDa, que estd dentro da faixa
de variacdo esperada para a proteina de
nucleocapsideodo VBI, devendo-se considerar tam-
bém, nesse caso, que hé a presenga adicional dos
aminoacidos que compdem a cauda de poli-histidina
que foi adicionada pelas sequéncias génicas que
codificam tais sequéncias de aminoacidos junto a
extremidade C-terminal da proteina recombinante
defusdoN.Isso faz com que amassa observada para
a proteina recombinante N de fusao esteja no limite
superior que foi reportada para a proteina viral
nativa homéloga do VBI, a qual demonstrou uma
variagdo de 51 a 54 kDa (Sair, 1993).

Ainda, quando os anticorpos policlonais presen-
tesnoantissoro de galinha contra o VBI foram usados
na técnica de Western-blotting, houve a detecgdo da
presenca de uma banda mais intensamente marcada
também com 54 kDa, a qual migrou em uma posicao
ligeiramente acima daquela em que estd localizada a
proteina N nativa do VBI, que foi marcada pelos
mesmos anticorpos e, também, de outras bandas
menores que também foram marcadas intensamente
(Fig. 1C). O fato de tais anticorpos produzidos em
galinhas hiperimunizadas com a estirpe M41 do VBI
terem apresentado reatividade cruzada com a prote-
ina N recombinante produzida pela bactéria E. coli,
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confirma o elevado grau de identidade antigénica
dessa proteina com a proteina N do préprio virus e
caracteriza também a suaidentidade imunoquimica
com a nucleoproteina oriunda do préprio VBI. Re-
sultados semelhantes de avaliacdo da antigenici-
dade de preparagdes proteina N recombinante de
coronavirus aviarios foram obtidos por NpIFuNa et al.
(1998), com o VBI e por Loa et al. (2004), com o
coronavirus de perus (TCoV). Ainda, deve-se escla-
recer que as bandas adicionais marcadas pelos
anticorpos policlonais de galinha e com tamanhos
menores, provavelmente se tratam de fragdes
proteicas da propria E. coli, j& que as aves sao SPF,
mas ndo sao livres de contato com a E. coli.

Indu¢ao da expressio da proteina N
recombinante no sistema P. pastoris

A indugdo da expressdo pelo sistema pFLD — P.
pastoris foi realizada sobre os clones da linhagem
GS115 dessa levedura transformada, através da
eletroporagdo,comaconstrucdodoinsertodogene N
no vetor pFLD sob a forma linearizada pela a enzima
Cla 1. Dentre esses clones, foi escolhido um para a
inducdo daexpressdo, em pequenaescala daproteina
N recombinante do VBl nesse sistema. Decorridas 96
horas apés a introdugao do metanol, que é o agente
indutor de expressao, o extrato de proteinas totais foi
obtido através da lise do sedimento de células previ-
amente separadas por centrifugagdo, bem como foi
testada uma aliquota do sobrenadante, tendo sido
obtida apenas do primeiro extrato, isto ¢, no compar-
timento intracelular, uma concentra¢do muito redu-
zida de proteinastotaiseiguala 0,250 mg/mL, queao
ser analisado por SDS-PAGE (Fig. 2A) e no Western
blotting, utilizando o anticorpo monoclonal anti-
histidina (Fig. 2B), revelou a presenca de uma banda
fracamente marcada e com um tamanhoaproximado
de 54 kDa. Ainda, deve ser enfatizado que o extrato
proteico obtido de células da mesma linhagem dessa
levedura transformadas com o vetor sem oinserto do
gene N ndo apresentou nenhuma marcagao com esse
mesmo anticorpo monoclonal. Estes resultados de-
monstram que houve uma baixa eficiénciana produ-
¢do, em pequena escala, da proteina N recombinante
do VBI pelo sistema vetor pFLD na linhagem GS115
de P. pastoris, o que inviabilizou a caracterizagdo
imunoquimica complementar e a purificagdo dessa
proteinaemresina deafinidade, tal como foi feitocom
aproteina N recombinante produzida pelosistemade
expressao constituido pela E. coli.

Com respeito as dificuldades verificadas na ex-
pressdo daproteinaN do VBI pelosistema P. pastoris,
deve ser lembrado que uma eficiéncia muito baixa
paraexpressao de proteina recombinante heteréloga
foi relatada na tentativa de produgao da proteina S1

recombinante de outro coronavirus,ovirusdaSARS,
pelosistema combinando o vetor pPICI9K-P. pastoris,
sobretudo quando se feza compara¢do com osistema
constituido por células hospedeiras dalinhagem BL.21
deE. coli (Luet al.,2006). A razao para esse insucesso
foivinculada por esses autores a presenga de regides
abundantes A + T na sequéncia do gene de interesse
aser clonadoeexpresso,aqual funcionacomoalcade
poliadenilagaoem P. pastoris, resultando em termina-
¢do ndo apropriada do processo de transcri¢do do
geneda proteina heteréloga recombinante. H4, entao,
que se levar em conta que no minimo esta condicao
possui algo em comum com os resultados de nosso
trabalho e pode ser uma das provéaveis causas do
insucesso na expressao da proteina N do VBI pelo
sistema P. pastoris, empregado em nosso estudo.

Poroutrolado, deveser considerado também que
a proteina N do coronavirus da SARS, que é uma
proteina heteréloga analoga a proteina N do VBI, foi
expressa de forma bem sucedida e em quantidades
significativas pelo sistema constituido pelo vetor
pPIC3,5K-P. pastoris,sendo que o processodeinducao
também foirealizado em escala pequena e usando-se
frascos do tipo Erlenmeyer em incubadoras com agi-
tagdo orbital (Lt et al., 2004), tal como foi em grande
parteempregadononossoestudo. Deveseressaltado,
entretanto, que o vetor escolhido na investigagdo
acima foi diferente daquele que foi utilizado por nés
e, em adicdo a isso, os autores avaliaram diferentes
meios de cultura, tanto na fase de pré-indugao, como
deindugdo,bem comoas condi¢desideais deaeracéo,
de pH e da concentracdo de manutencao do agente
indutor, o metanol, enquanto que, em nosso estudo,
foi seguido um protocolo bésico recomendado pelo
fornecedor do vetor (“pFLD and pFLDa — P. pastoris
expression vectors” - Invitrogen™).

A propdsito, deve ser ressaltadoneste ponto quea
escolha feitaemnosso trabalho pelo vetor pFLD deu-
se em razdo de este vetor incluir sequéncias de
nucleotideos extras para permitir a expressdo da
proteinaheteréloga comoumacaudade poli-histidina,
com vistas a facilitar o processo de deteccdo e de
purificagdo depois de expressar tal proteina
recombinante. Além disso, podem ser levantadas
suspeitas sobre a ndo adequagao do vetor pFLD com
a linhagem GS115 de P. pastoris, embora ndo haja
nenhuma recomendacdo em contrério nas diretrizes
dos protocolos para clonagem e expressao de protei-
nas heterélogas recombinantes por tal vetor (“pFLD
and pFLDa — P. pastoris expression vectors” -
Invitrogen™). Fica, nesse caso, a diivida, que poderia
ser dirimida e investigada no futuro; por exemplo,
tentando se fazer umanova construgao doinserto do
gene N do VBI no vetor pPIC para ser usado na
transformagdo de células damesma linhagem GS115
de P. pastoris.
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Fig. 1 - Anélise nas técnicas de SDS-PAGE (A) e de Western-blotting com anticorpos detectores monoclonais anti-His
(B) ou policlonais anti-VBI (C). Fragao purificada da proteina recombinante N da estirpe M41 do VBI expressa em E. coli
utilizando o anticorpo monoclonal anti-histidina (A e B) e interagao da proteina N recombinante do VBI expressa em
E. coli com anticorpos policlonais presentes no soro de galinhas hiperimunizadas com a estirpe M41 desse virus (C). As
amostras correspondem, respectivamente; Canaletas: (M) Marcador de Peso Molecular, (Bench Marck — Invitrogen), (A
e B) (1) Proteina recombinante do nucleocapsideo da estirpe M41, expressa em E. coli, purificada por elui¢do da resina
de Niquel-sepharose.(2) Extrato bruto de proteinas de células transformadas de E. coli com o gene N da estirpe M41 (3)
Extrato bruto de proteinas de células transformadas de E. coli somente com o vetor pET28a. A seta indica a banda
correspondente da proteina N recombinante do VBI (=54 KDa). (C) (2) Extrato de E. coli transformada pelo vetor pET28a
com o inserto do gene N da estirpe M41 do VBI. As setas indicam a marcacdo da banda correspondente a proteina N da
suspensao concentrada do VBI ou a proteina N recombinante presente no extrato proteico bruto de E. coli transformada
pelo vetor pET28a mais o inserto do gene N. As setas indicam ou a proteina N do préprio VBI (canaleta 1) ou a proteina
N recombinante (canaleta 2).

kDa kDa

A B

Fig. 2 - Anélise pelas técnicas de (SDS-PAGE) (A) e Western-blotting (B) da fragdo bruta da proteina recombinante N da
estirpe M41 do VBl expressa em P. pastoris, utilizando o anticorpo monoclonal anti-histidina. As amostras correspondem,
respectivamente; Linha 1, Marcador de peso molcular de proteinas Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas), Linha 2, extrato bruto de proteinas de células transformadas de P. pastoris somente com o vetor pFLD, Linha
3, extrato bruto de proteinas de células transformadas de P. pastoris com o vetor pFLD + o inserto do gene N da estirpe
M41 do VBI. A seta indica a banda correspondente da proteina N recombinante do VBI (=54 KDa).
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Concluindo, osistema pET28a- E. coli apresentou,
emnosso estudo, um conjunto considerével de vanta-
gens em relacdo ao sistema de expressao constituido
por pFLD — P.pastoris para a expressao da proteina N
recombinante a qual tem um grande potencial para
ser utilizada de forma bem sucedida no
sorodiagndstico ou em investigagdes sobre o
imunodiagnéstico da bronquite infecciosa.
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