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1- INTRODUCAO

A raiva € uma doenca infecciosa que acomete o homem e todos os
animais de sangue quente. E uma zoonose transmitida pela inoculagdo do
virus rabico, contido na saliva do animal infectado, principalmente pela
mordedura. O virus da raiva € um virus RNA, fita simples pertencente a Ordem
Mononegavirales, Familia Rhabdoviridae, Género Lyssavirus. Seu genoma
estad composto por cinco genes, os quais codificam para nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P), proteina da matriz (M), glicoproteina (G) e para uma RNA
polimerase (Warrel el al., 2004). A glicoproteina € o principal antigeno capaz de
induzir a formagdo de anticorpos neutralizantes e de conferir imunidade
protetora contra raiva. Ela esta inserida na membrana externa do virus e
organizada como um trimero na superficie viral. A glicoproteina também tem
um papel importante na patogenia da Raiva ja que € responsavel pela ligacdo
do virus & membrana da célula alvo e fusdo entre a membrana celular e o virus
durante o processo de endocitose (Gaudin et al., 1997; Ross et al., 2008)). O
sistema de expressao Pichia pastoris tem obtido importante aceitagdo como
organismo hospedeiro para producdo de proteinas exdgenas. A crescente
utilizacdo desse sistema de expressao pode ser atribuida a diversos fatores,
tais como a necessidade de técnicas simples para manipulacdo genética, a
habilidade da P. pastoris em produzir altas concentracdes de proteinas
exbdgenas, a capacidade de realizar algumas modificacbes eucarioticas pos-
traducdo e a disponibilidade de um sistema de expressao comercialmente
acessivel (Cereguino & Cregg, 2000). O uso da glicoproteina do virus rabico é
uma escolha l6gica para o desenvolvimento de subunidades vacinais que
podem ser usadas para imunizacdo contra a raiva humana e animal. O
presente trabalho descreve a P. pastoris como um sistema de expressao da
glicoproteina do virus rdbico cmmo uma alternativa a producédo de antigenos
vacinais.
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2. MATERIAL E METODOS

Primers especificos para o gene da glicoproteina do virus rabico cepa
ERA foram desenhados a partir de seqiiéncias depositadas no GeneBank, com
a utilizagdo do programa VectorNTI 8.0 (Informax Inc.). A amplificacdo da
glicoproteina foi realizada em uma reacdo de PCR e o0s produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% e posteriormente
purificados com GFX PCR DNA and GEL BAND Purification Kit (GE
Healthcare, USA). Apos a purificacdo o gene da glicoproteina foi digerido com
a enzima de restricdo Kpn | em uma reacdo de 60ul, contendo: 50ul de DNA,
6ul de tampao (React 4) 2ul de enzima kpn | e 2ul de agua Milli-Q. Para
digestdo do vetor também foi montada uma reacéo de 45ul contendo 35ul de
vetor (pPICZalfab), 4,5ul de tampéo (React 4), 2ul de enzima kpn | e 3,5ul de
agua Milli-Q. Apéds 1h de digestdo a uma temperatura de 37°C, a enzima kpn |
foi inativada a 65°C por 10 minutos. Posteriormente, o gene da glicoproteina foi
digerido com a enzima EcoR | em uma reacdo de 70ul contendo 60ul da
primeira reacdo, 7ul de tampao (React 3 ), 2ul de enzima EcoR | e 1 pl de
agua. Para a segunda digestdo do vetor foi montada uma reacdo de 55l
contendo 45ul de vetor digerido com kpn | (pPICZalfab), 5,5ul de tampé&o
(React 4), 2ul de enzima EcoR | e 2,5ul de agua Milli-Q. A digestédo ocorreu a
37°C por 2h. Apds a digestdo o material digerido foi purificado com Kit GFX e
uma aliquota de cada DNA foi verificada em gel de agarose a 0,8%. A ligacao
do gene da glicoproteina ao vetor pPICZaB foi obtida através de reacfes que
continham a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen™) e o tampdo da reacéo
apropriado. A reacdo de ligacdo foi deixada a 16°C por duas hora. Apds a
ligacdo dos fragmentos os mesmos foram transformados em E. coli cepa
ToplOF (Invitrogen) e semeados em placas contendo meio LB (Low — Salt) e
zeocina. As placas foram incubadas a 37°C por 24h. Para verificacdo das
colénias recombinantes, foi realizada uma triagem de células recombinantes,
através de uma extracdo rapida do plasmideo diretamente das colénias com
fenolcloroformio (JOUGLARD et al., 2002). As colbnias de bactérias contendo
0 inserto de interesse foram crescidas em meio liquido LB contendo zeocina
mantidas a 37°C, sob agitacdo, por uma noite, e apos tiveram seus plasmideos
extraidos por lise alcalina com o Kit GFX™ Micro Plasmid Prep GE Healthcare,
conforme recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, os genes foram
submetidos a eletroforese em gel e purificados com o Kit (DNA and Gel Band
Purification, GE Healthcare). Os plasmideos recombinantes foram linearizados
com a enzima Pmel para permitir a recombinagdo com o a levedura Pichia
pastoris (Kit comercial EasySelect™ Pichia Expression - Invitrogen). Para
analise dos clones, colonias recombinantes foram repicadas em YPD liquido e
incubadas a 28°C overnight sob agitacdo constante. No dia seguinte os cultivos
foram centrifugados e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido
em BMMY (Buffered MethanotComplex Medium) e incubado a 28°C overnight
sob agitacdo constante, para que as células recombinantes iniciassem a
expressao de proteinas. Durante seis dias, periodicamente coletou-se 80 pl de
sobrenadante e adicionou-se 100 pl de metanol. As amostras coletadas foram
analisadas quanto ao nivel de expressao de proteinas por Dot Immunobinding
Assay (DIBA) e Western Blot com anticorpo monoclonal (MAb) anti-histidina



conjugado a peroxidase (Sigma) e anticorpo anti-rdbico para confirmar a
expressao da glicoproteina.

3- RESULTADO E CONCLUSAO

A expressao da glicoproteina foi confirmada pelas técnicas de Dot
Immunobinding Assay (DIBA) e Western Blot, onde a glicoproteina reagiu
especificamente com anticorpo monoclonal anti-histidina. A proteina
demonstrou ser antigénica ao ser reconhecida por anticorpos anti-rabicos
proveniente de animais experimentalmente infectados com o virus rabico. Este
resultado permite concluir que a P. pastoris € capaz de expressar a
glicoproteina do virus da raiva com caracteristicas antigénicas sugerindo que a
expressao de antigeno rabico em P. pastoris é uma alternativa viavel para a
producdo de imundgeno. Este fato se torna mais relevante visto que a
utilizacdo deste sistema exclui a necessidade de trabalhar com o virus nativo,
ja que este sendo uma zoonose se torna um risco pessoal durante a producao
desta vacina. Entretanto, a continuidade destes estudos se faz necessarios
para o melhor entendimento das propriedades imunoldgicas da glicoproteina
expressada por P. pastoris como uma alternativa a producdo de
imunobiologicos.
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