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1. INTRODUCAO

A enterite necrética aviaria (ENA), causada pelo bacilo Clostridium
perfringens, ¢ uma doenca entérica de relevancia no setor da avicultura,
acarretando em perdas anuais estimadas em 6 bilhdes de dolares para a industria
global (WADE; KEYBURN, 2015). No contexto da ENA, as cepas portadoras de
fatores de viruléncia e patogenicidade atuam sobre os enterdcitos, causando a
necrose do epitélio intestinal caracteristica da enfermidade (WALLER et al., 2024).
Esta condigdo pode se apresentar na forma clinica (aguda), com sintomas de
comportamento depressivo, penas ericadas, ocorréncia de diarreia e até
mortalidade subita; ou na forma subclinica (crénica), caracterizada pela
diminuigao das taxas de crescimento e conversao alimentar do animal, sendo esta
a forma mais comum (EMAMI; DALLOUL, 2021; WALLER et al., 2024).

O uso de antimicrobianos como aditivos na alimentagao animal propiciou a
disseminagao de cepas bacterianas multirresistentes, resultando na proibigao
desses antibidticos (BRASIL, 2022). A partir disso, surge a necessidade de buscar
solucdes alternativas para o controle eficaz da ENA (FATHIMA et al., 2022).

Nesse contexto, o uso de leveduras como vetores vacinais surge como uma
plataforma  promissora por possuirem propriedades probidticas e
imunomoduladoras. Através de componentes da sua parede celular, modulam a
microbiota intestinal e a resposta imune do hospedeiro, atuando tanto como
veiculo quanto adjuvante para o antigeno vacinal (KULKARNI et al., 2022). A
levedura Komagataella phaffi € uma plataforma de expressdo heterdloga ja
estabelecida e interessante para a producéo de tais antigenos. Demonstrando ser
um microrganismo com a capacidade de realizar modificagdes pds-traducionais
essenciais, atingir altas densidades celulares e baixo custo de cultivo (LV; CAl,
2025).

Com base nas informagbes apresentadas, este trabalho tem como objetivo
utilizar a plataforma de expressdo heteréloga da levedura K. phaffi como
carreadora de dois antigenos (1 e 2) de Clostridium perfringens, visando o futuro
desenvolvimento de um potencial candidato vacinal contra a enterite necrética
aviaria.

2. METODOLOGIA

2.1 Propagacao em Escherichia coli: O vetor pPICZA contendo a sequéncia
dos antigenos 1 e 2 foi previamente construido e enviado para sintese quimica.
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Posteriormente, os plasmideos foram transformados em  células
eletrocompetentes de E. coli TOP10 via eletroporacao. Apds a transformagao, as
células foram cultivadas em caldo Luria-Bertani (LB) com baixo teor de sal e
suplementadas com 25 ug/mL de zeocina para a selecdao das células
transformadas.

2.2 Linearizagao do plasmideo: Em seguida, o plasmideo extraido foi
linearizado com enzima, em reacdes realizadas a 37 °C, seguidas de inativagao
enzimatica. Apos a linearizacdo, foi realizada a concentragdo do plasmideo
utiizando colunas de concentragdo, seguida de quantificagdo em
espectrofotdbmetro NanoDrop.

2.3 Expressao heteréloga em K. phaffii: Apds linearizado, o vetor foi
novamente concentrado, quantificado e utilizado para transformacdo por
eletroporacdo de células eletrocompetentes da levedura. As células foram
plagueadas em meio seletivo solido Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol
(YPDS), com concentragdes de 100 ug/mL e 200 ug/mL de zeocina, e incubadas
a 30 °C para o crescimento das colbnias transformadas. Uma colbénia
recombinante foi escolhida e inicialmente cultivada em meio Buffered Glycerol
Complex Yeast (BMGY) até atingir a densidade optica (600 nm) entre 2-6. Em
sequéncia, as células foram entdo centrifugadas e suspensas em meio de
expressao Buffered Metanol Complex Yeast (BMMY) com aumento de 10x do
volume de cultura inicial. A indugcado da expressao foi realizada com a adi¢cao de
1% de metanol a cada 24 h, durante 96 h, visando determinar o tempo ideal de
expressdo para os dois antigenos. Amostras do cultivo foram coletadas e
armazenadas para a detecgao das proteinas por SDS-PAGE e Western blot,
utiizando anticorpo Anti-Histidina conjugado a peroxidase (1:5000). A
quantificacdo da expressao foi realizada através do software Imaged, utilizando
uma proteina de referéncia conhecida como padrao de quantificacdo em bandas
(SCHNEIDER; RASBAND:; ELICEIRI, 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A linearizagcdo do plasmideo foi evidenciada pela presenca de uma banda
unica com menor migracdo no gel, se diferenciando do vetor circular que se
apresenta em mais de uma banda (Fig.1).

1.2 3 4 5

Figura 1. Gel de agarose 1% das linearizagdes do plasmideo recombinante. 1- pPICZA/1_2
circular; 2 a 5- pPICZA/1_2 lineares

A transformacgao em K. phaffii foi eficiente e a caracterizagao da expressao
por Western Blot indicou que a producao dos antigenos 1 e 2 foi obtida de forma
satisfatéria e com tamanhos esperados de 51 e 48 kDa, respectivamente, nas
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amostras coletadas em 24 h e 72 h pds inducédo. Nos demais tempos de coleta,
48 h e 96 h, nao foi detectada a expressao de nenhum dos antigenos (Fig. 2).
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Figura 2. Confirmagao da expressdao dos antigenos 1 e 2 através de Western Blot. 1 —
Marcador (Page ruler™ Prestained Protein Ladder- Thermo Scientific); 2 — Proteina recombinante
previamente purificada (controle positivo); 3- K. phaffii X33-pPICZA/1_2 0Oh de indugéo; 4- K. phaffii
X33-pPICZA/1_2 24h de indugao; 5- K. phaffii X33-pPICZA/1_2 48h de indugao; 6- K. phaffii
X33-pPICZA/1_2 72h de inducdo; 7- K. phaffii X33-pPICZA/1_2 96h de indugdo; 8- controle
negativo (extrato de K. phaffii ndo transformada).

Por fim, outro Western Blot foi realizado, desta vez para a quantificagdo da
expressao através do software ImagedJ. Os valores foram gerados utilizando uma
proteina de referéncia conhecida como padrdao de quantificacdo em bandas. Ao
final, o produto da expressao contendo os antigenos 1 e 2 foi quantificado em 9
mg/mL (Fig. 3).
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Figura 3. Western Blot para quantificagdo dos antigenos. 1- Marcador (Page ruler™
Prestained Protein Ladder- Thermo Scientific); 2-7: Concentra¢des padréo de 1, 0.5 0.25, 0.125,
0.625 e 1315 mg/mL, 8- controle negativo, 9- Expresséo dos antigenos 1 e 2.

A partir dos resultados apresentados, a expressao dos antigenos foi
confirmada pela utilizagdo de um anticorpo de detecg¢ao especifico, demonstrando
que o sistema metanol-induzivel presente no vetor foi eficaz. A presenca da
proteina nos tempos de 24 h e 72 h, sugere uma cinética de expressao e
secregcao complexa. Essa variagdo pode ser influenciada por fatores como a
estabilidade da proteina no meio de cultura ou a ocorréncia de protedlise em
tempos de indugdo prolongados, um desafio conhecido para este sistema de
expressao (AHMAD et al., 2014).

4. CONCLUSOES
Conclui-se que a plataforma de expressdo de Komagataella phaffii

demonstrou ser eficaz para a produgao de antigenos de Clostridium perfringens.
Este trabalho estabeleceu com sucesso a obtencdo de um produto em
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quantidades promissoras para futuras aplicacbes. Trazendo assim a validagao
desta plataforma para a geragcado de biomoléculas com potencial vacinal contra a
enterite necrética aviaria, abrindo caminho para as préximas etapas de avaliacéo
da resposta imune na espécie alvo, frangos de corte. Dessa forma, os resultados
aqui apresentados constituem um avanco no desenvolvimento de uma alternativa
segura e eficaz no controle desta problematica.
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