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1 INTRODUCAO

A meningoencefalite causada pelo Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) é
uma doencga infecto contagiosa que afeta principalmente bovinos jovens submetidos
a situacoes de estresse (DIEL et al., 2005). Relatos tém demonstrado que as
infeccbes causadas pelo BoHV-5 estdo amplamente disseminadas no rebanho
bovino brasileiro, acarretando grandes prejuizos econdémicos a exploracdo pecuaria
(HOLZ et al., 2009). O BoHV-5 é estruturalmente composto de capsideo viral, o qual
abriga o genoma DNA fita dupla e um tegumento viral envolto por um envelope
lipoprotéico contendo espiculas ou glicoproteinas virais (MEYER et al.,, 2001). A
glicoproteina D (gD) é uma das principais glicoproteinas do envelope viral e atua na
fusdo do envelope com a membrana das células permissivas. Respostas
imunolégicas contra o BoHV-5 apresentam anticorpos neutralizantes contra a gD,
tornando-a importante no desenvolvimento de vacinas de subunidade e de testes de
imunodiagnéstico. A gD possui 417 aminoacidos, 6 pontes entre residuos de cisteina
conservados e sitios de adicdo para N- e O- oligossacarideos (ABDELMAGID et al.,
1995). A levedura metilotrofica Pichia pastoris tem recebido destaque nas ultimas
décadas por conciliar vantagens na manipulacdo e a expressao de proteinas com
modificacbes poés-traducionais, como a glicosilagdo. A secrecdo de proteinas
soluveis ao meio facilita os processos de purificagdo da proteina recombinante, uma
vez que a levedura secreta poucas ou nenhuma proteina enddgena. Por ser
caracterizada como um organismo de fermentacéo pobre, a Pichia pastoris pode ser
utiizada em cultivos em biorreatores atingindo altas densidades celulares sem que
ocorra a producdo de metabolitos toxicos oriundos das rotas fermentativas.
(GELISSEN, 2000). Dessa forma, o objetivo deste trabalho é demonstrar que a gD
de BoHV-5 expressa por Pichia pastoris pode ser obtida em cultivos em biorreator,
mantendo suas caracteristicas apos concentracéo por liofilizagéo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 CLONAGEM DA gD E EXPRESSAO EM AGITADOR ORBITAL

A clonagem da glicoproteina D em Pichia pastoris foi realizada
anteriormente (DUMMER et al., 2009). Brevemente, o gene da gD de BoHV-5 foi
inserido no vetor de expresséo pPICZalphaB e o vetor resultante (pPICZalphaB/rgD)
foi utilizado para transformar Pichia pastoris cepa KM71H fenétipo Mut®. Testes de
expressdo em pequena escala foram realizados em agitador orbital com agitacéo de
150 rpm a 28°C. Pichia pastoris Km71H nado transformada foi utilizada como controle
negativo na expressao. Clones recombinantes foram cultivados em 200ml meio
BMGY (Extrato de Levedura 1%; Peptona 2%; Tampéao Fosfato de Potassio 100mM
pH 6.0; YNB 1.34%; Biotina 4 x 10°% e glicerol 1%) por 24h, sendo substituido por
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20ml de meio de indugcdo BMMY (Extrato de Levedura 1%; Peptona 2%; Tampao
Fosfato de Potassio 100mM pH 6.0; YNB 1.34%; Biotina 4 x 10°% e metanol 0.5%) ,
com adicdo de 1% de metanol a cada 24h por 5 dias. Amostras foram coletadas a
cada 24h apds o inicio da inducdo. A presenca de glicoproteina D foi detectada
através de Dot blot, conforme descrito abaixo apos centrifugacdo para remocéo das
células de levedura.

2.2 EXPRESSAO EM BIOREATOR

A expressao da rgD em larga escala foi realizada em Biorreator BioFlo
110 Benchtop (New Brunswick) em um volume de trabalho de 7 litros. O in6culo foi
incubado por 24h a 30°C em frascos com agitacdo de 250 rpm em MGY (1.34%
YNB; 4 x 10-5% biotina e 1% glicerol) totalizando 5-10% do volume de fermentacéo
inicial. O volume total do pré-inéculo foi adicionado ao meio BMGY. A temperatura
de 30°C foi mantida constante durante o experimento e a agitagao (200-1000 rpm)
controlada pelo oxigénio dissolvido, mantido constante a 30% apo0s o inicio da
inducdo. O consumo de glicerol total foi observado por picos de elevagdo nas taxas
de oxigénio dissolvido e a suplementagcdo com 50% (v/v) de glicerol foi mantida por
4h. A suplementacdo com metanol foi realizada por aproximadamente 68 h,
inicialmente com de 1ml.I*.h" com aumento gradual até 2ml.I'*.h%. Amostras foram
coletadas aproximadamente a cada 2h até o inicio da inducdo e ap0s a cada 12h. A
densidade celular foi estipulada através de peso de célula tmida (wcw, g.I'!) em e da
leitura da DOgoo €M cada coleta, ambas as analises realizadas em triplicata.

2.3 CONCENTRACAO E QUANTIFICACAO DA rgD

O meio de cultivo obtido da fermentacdo foi centrifugado a 10.000 x g
para remover as células de Pichia pastoris e o sobrenadante foi clarificado com
membrana 1.2 m. Parte do produto clarificado (aproximadamente 2.5 litros) foi entdo
liofilizado (Liotop L101). O material resultante totalizou 103g. A quantificacdo de
proteinas totais do produto liofilizado foi realizada pelo método de Bradford.

2.4 CARACTERIZACAO DA rgD

A técnica de Dot blot foi realizada para detectar a presenca de gD em
cultivos realizados em agitador orbital, onde 5y | de sobrenadante do cultivo coletado
a cada 24h foram adsorvidos em membrana de nitrocelulose. A membrana foi
blogueada com 5% de leite desnatado e apos lavagens com PBS-T, incubada por 1h
com anticorpo monoclonal Anti-6xHis conjugado com HRP. Apés, a membrana foi
colocada em solucdo de DAB até a coloragcédo ser evidente. Para caracterizar a rgD
presente no meio de cultivo foi realizado SDS-PAGE 10% para separar as bandas
protéicas presentes no meio. Apos foi realizado um Western blot onde as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. As etapas subsequentes
de bloqueio e reacdo com anticorpo foram realizadas conforme descrito acima. Apés
lavagens, a membrana foi incubada com SIGMAFast DAB potencializado com metal.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo de P. pastoris transformadas com o vetor de expressao
pPICZalphaB/rgD demonstrou a presenca de rgD no sobrenadante do cultivo apés
24h, sendo o0 maximo de expresséo obtido com 48h de inducéo (Fig.1). O cultivo em
biorreator permitiu a obtencdo de 92g de células umidas (wcw) It apés 20h de
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cultivo, sendo observada uma reducéo apos o inicio da inducdo, como demonstrado
na Fig. 2. As andlises da DOgoonm demonstraram a mesma tendéncia (Fig. 3). A
expressao da rgD em biorreator foi detectada por Western blot, sendo possivel
observar a presenca de uma banda com massa molecular aparente de 55 kDa,
conforme esperado (Fig. 4). A reacdo do anticorpo monoclonal Anti-6xHis é possivel
devido a presencga de 6 histidinas utilizadas como marcador na por¢gédo C-terminal da
proteina. O processo de concentracdo da proteina presente no sobrenadante do
cultivo em Biorreator foi possivel devido ao emprego da liofilizacdo, e, de acordo
com os resultados obtidos, pode-se sugerir que este método pode ser empregado
para a concentracdo da rgD com minimas perdas protéicas durante o processo. A
concentracdo da rgD em Biorreator totalizou 1.4 g/l, apo6s a liofilizac&o.
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Figura 1. Inducéo da expressdo com Metanol. Andlise realizada através de Dot blot, demonstrando a
presenca de rgD no sobrenadante do cultivo. C = controle positivo.
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Figura 2. Densidade celular obtida através da andlise do peso umido das células. A seta demontra o
inicio da indugao com metanol.
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Figura 3. Densidade celular obtida através da analise da densidade éptica a 600nm. A seta
demonstra o inicio da indugdo com metanol.
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Figura 4. Western Blot demonstrando a detec¢éo de banda de aproximadamente 55 kDa compativel
com o tamanho esperado da rgD, 1 e 2: gD liofilizada indicada pela seta; 3: KM71H; 4: Controle
positivo para o anticorpo monoclonal Anti-6xHis conjugado com HRP.

4 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que a rgD pode ser expressa em biorreator e a
sua concentracdo pode ser obtida através de liofilizacdo. Desta forma, novos
experimentos devem ser realizados visando melhorar as condigbes de cultivo,
obtendo maiores concentracdes de rgD. A rgD podera entdo ser utilizada em testes
de imunodiagndstico para deteccdo de anticorpos anti-BoHV-5 em rebanhos ou
vacinas de subunidade contra o agente viral.
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