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RESUMO

SOUZA, Lorena Leonardo. Clonagem e expressdo do gene da
nucleoproteina e de um gene sintético da glicoproteina do virus da raiva
em Pichia pastoris. 2009. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduacédo
em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O virus da raiva apresenta dois antigenos principais: a nucleoproteina, uma
proteina interna conservada antigénica e geneticamente e a glicoproteina, uma
proteina externa responsavel pela adsorcao do virus a célula hospedeira e pela
indugcdo da produgcédo de anticorpos neutralizantes. O desenvolvimento da
tecnologia do DNA recombinante iniciou uma nova perspectiva no controle da
Raiva, ja que vacinas recombinantes nao tém patogenicidade residual e sdo
produzidas com as proteinas antigénicas do virus, sem sua presenca. Além
disso, as proteinas recombinantes podem ser expressas com a finalidade de
serem usadas em diagnéstico. O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar
a glicoproteina e a nucleoproteina do virus da raiva utilizando o sistema Pichia
pastoris e avaliar a antigenicidade e imunogenicidade destas proteinas atravées
do Dot blotting, SDS page, Western blotting, inibigdo da imunofluorescéncia e
ELISA. A glicoproteina demonstrou ser antigénica ao ser reconhecida por
anticorpos anti-rdbicos provenientes de animais experimentalmente infectados
com o virus rdbico cepa CVS. A nucleoproteina recombinante teve sua
expressdo confirmada pelas técnicas de Dot blotting e Western blotting ao ser
reconhecida por anticorpos monoclonais anti-histidina. Podemos concluir que a
levedura P. pastoris € um sistema eficiente para clonagem e expressao da
nucleoproteina e glicoproteina do virus rabico.

Palavras-chave: virus da raiva, glicoproteina, nucleoproteina, Pichia pastoris,
proteina recombinante.
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ABSTRACT

SOUZA, Lorena Leonardo. Cloning and expression of the nucleoprotein
gene and a synthetic gene of the glycoprotein of rabies virus in Pichia
pastoris. 2009. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The rabies virus has two major antigens: the nucleoprotein, a conserved
internal protein antigenically and genetically and glycoprotein, a protein
responsible for the external adsorption of virus two the host cell and induction of
neutralizing antibodies. The development of recombinant DNA technology has
opened a new perspective on the control of rabies, since recombinant vaccines
have residual pathogenicity and are produced with the antigenic proteins of the
virus, without their presence. Furthermore, recombinant proteins can be
expressed in order to be used in diagnosis. The objective of this study was to
review the literature about rabies, cloning and express the nucleoprotein and
glycoprotein of rabies virus using the system Pichia pastoris and evaluate the
antigenicity and the immunogenicity of these proteins by Dot blotting, SDS
page, Western blotting and ELISA. Glycoprotein synthetic antigen proved to be
recognized by anti-rabies from animals experimentally infected with rabies virus
strain CVS. And recombinant nucleoprotein expression was confirmed by the
techniques of Dot blotting and Western blotting to be recognized by monoclonal
anti-histidine. Thus, we conclude that the cloning and expression of synthetic
glycoprotein and cloinig and expression nucleoprotein rabies virus by the yeast
P. pastoris has been effective, which makes these products an alternative for
the production of immunobiological.

Keywords: rabies virus, nucleoprotein, glycoprotein, Pichia pastoris,
recombinant protein.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Raiva é uma doenca infecciosa que acomete o homem e todos os
animais de sangue quente. E uma zoonose transmitida pela inoculagcdo do
virus rabico presente na saliva do animal infectado, principalmente pela
mordedura. A Organizacdo Mundial da Saude, em seu Cdédigo Sanitario para
Animais Terrestres, lista a raiva na categoria das enfermidades comuns a
varias espécies (OMS, 2009). A raiva € um problema de salde publica mundial
e apesar de ser uma doenga imunoprevenida pré ou pés-exposicdo, mais de
70.000 mortes séo registradas a cada ano (DIETZSCHOLD et al., 2008; OMS,
2009).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) tem armazenado dados sobre
a raiva humana e animal desde 1959. Atualmente, para coletar, armazenar e
processar os dados, a OMS desenvolveu um sistema de informacdes de
mapeamento baseado em um banco de dados online (OMS, 2009). A
PANAFTOSA mantém um sistema de vigilancia epidemiolégica para a raiva
(SIRVERA) que comegou na década de 1970. Estes dados foram importantes
para a analise da situacdo epidemiologica da raiva para definir estratégias de
controle (PANAFTOSA, 2009)

Segundo o Ministério da Saude (2009) a incidéncia da raiva humana
transmitida por cdes no Brasil, vem reduzindo no decorrer dos anos, porém o0s
casos devidos a animais silvestres surgem como um novo desafio. Em 2008
foram notificados 2 casos de raiva humana transmitidos por morcegos e um por

primata ndo humano, ocorridos nos estados de Pernambuco, Goias e Ceara.
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Também em 2008, a raiva foi confirmada em 20 morcegos hematéfagos, 108
morcegos nao hematéfagos, 26 canideos silvestres e trés primatas nao
humanos (Ministério da Saude, 2009).

Em 2008 foram diagnosticados, no Brasil, 36 caninos e 8 felinos com
raiva. Os dados alarmantes ficaram por conta dos casos em equinos e bovinos
que chegaram a 116 e 899, respectivamente. Até 2012 o principal objetivo do
Ministério da Saude, em relacdo a raiva, € zerar estes casos (Ministério da
Saude, 2009).

Existem quatro ciclos epidemiologicos da raiva, com processos de
transmissao diferentes. No ciclo da raiva urbana, os cdes sao o reservatorio
principal mantendo o virus na populacao e transmitindo para felinos e para o
homem (DIETZSCHOLD et al., 2008; ZHANG et al., 2009; ZULU et al., 2009).
No ciclo da raiva dos herbivoros, que ocorre desde o norte do México até a
regido central da Argentina, os morcegos hematéfagos séo a fonte de infec¢ao
e transmitem o virus para bovinos, ovinos, eqlinos e outras espécies
domésticas mediante mordedura, sendo também transmissor da doenca para
espécies domésticas e para o homem (KOBAYASHI et al., 2006; CARNIELI JR
et al., 2009). No ciclo silvestre, os carnivoros silvestres (chacal, raposa, lobo,
guaxinim, furdo) sao reservatorio e transmissores do virus (UN et al., 2009;
ZHANG et al; 2009; ZULU et al., 2009). O ciclo aéreo caracteriza-se pela
transmissao do virus entre as diferentes espécies de morcegos hemato6fagos e
ndao hematéfagos (UIEDA et al., 1995; CUNHA et al., 2005; ALBAS et al.,
2009). A presenca de morcegos nao hematofagos contaminados com virus da
raiva em ambiente urbano representa um problema sério especialmente para

animais de estimacao e para o homem (SES/RS, 2007).
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A prevencédo da raiva baseia-se na vacinagéo e no controle de vetores. A
historiografia da ciéncia descreve que a vacina anti-rabica foi a primeira vacina
humana produzida em laboratério. O cientista francés Louis Pasteur foi o
responsavel pelo desenvolvimento da primeira vacina anti-rabica, com virus
atenuado, em um momento em que a raiva tinha um lugar especial na
imaginagdo popular, como uma doenga “misteriosa e aterradora” que se
desenvolvia em pessoas vitimas de animais raivosos (VERGARA, 2004).

A primeira geracdo de vacinas anti-rdbicas usava tecido nervoso de
ovelhas, cabras, coelhos, cérebro de rato, camundongo e coelho lactentes,
embrido de pato e galinha como substrato para obter virus. Porém, as vacinas
produzidas em tecido nervoso podiam provocar efeitos neuroldgicos colaterais
graves devido a presenca de mielina (PEREZ et al., 1997). A segunda geracg&o
de vacinas compreendia as vacinas produzidas em cultivo celular. Entre elas
estdo as cultivadas em células de rins de hamster, células renais de feto bovino
e células diploides humanas (PEREZ et al., 1997).

Com o progresso da ciéncia, as vacinas anti-rabicas foram sendo
modificadas com o objetivo de obter um produto eficaz, seguro e
economicamente viavel. Entretanto, a disponibilidade de vacinas anti-rabicas
com elevado nivel de imunogenicidade e inocuidade continuam sendo o
objetivo de muitos pesquisadores.

Os avangos registrados nas pesquisas em biologia molecular
estabeleceram as bases para a classificacdo definitiva do virus da raiva
mediante a analise antigénica comparativa (CARNIELI et al., 2008; CARNIELI

et al., 2009; UN et al., 2009).
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O progresso da tecnologia do DNA recombinante iniciou uma nova era
no controle da raiva. As vacinas recombinantes n&o apresentam poder residual
de patogenicidade porque elas contem como antigenos, somente proteinas
especificas do virus. Varias constru¢cdes recombinantes foram testadas: vacina
de BCG contendo epitopos da nucleoproteina do virus da raiva (CRUZ et al.,
2002), vacinas de DNA (FISCHER et al., 2003; KUMAR et al., 2006), vacinas
de RNA (SAXENA et al., 2009), vacinas constituidas de proteinas heterélogas
produzidas em sistemas de expressao procariéticos (MOTOI et al., 2005) e
eucaridticos (KLEPFER et al., 1993; ASHRAF, et al., 2005; ROJAS-ANAYA et
al., 2009) e virus como vetor de expressdo de proteinas (HU et al., 2006;
BENMAAMAR et al., 2009).

A Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica que tem sido utilizada
como sistema de expressdo para diversos tipos de proteinas exdgenas
(CHUCK et al.,, 2009; DUMMER et al.,2009; NIZOLI, 2009). Uma de suas
caracteristicas mais importantes € a habilidade em alcancar altos niveis
celulares de expressao, podendo produzir, em grandes quantidades, proteinas
de importancia na area biotecnolégica (CEREGRINO & CREGG, 2000).

No presente trabalho nds descrevemos a clonagem do gene da
glicoproteina sintética e nucleoproteina do virus da raiva em P. pastoris e a
expressdo das mesmas como uma alternativa a producdo de antigenos

vacinais.
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2 HIPOTESE

Proteinas codificadas pelo gene da nucleoproteina e pelo gene sintético
da glicoproteina do virus da raiva produzidos pelo sistema de expressao Pichia

pastoris sdo imunogénicas.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Clonar e expressar em Pichia pastoris 0os genes que codificam a
glicoproteina e nucleoproteina do virus da Raiva e avaliar a eficiéncia dos

antigenos expressados na inducdo de uma resposta imune.

Objetivos Especificos:

- Construir uma cepa de P. pastoris que expresse a nucleoproteina do virus da

raiva.

- Construir uma cepa de P. pastoris que secrete a glicoproteina do virus da

raiva.

- Avaliar a imunogenicidade da nucleoproteina secretada por P. pastoris, na

inducdo de uma resposta imune em camundongos.

- Avaliar a imunogenicidade da glicoproteina secretada por P. pastoris, na

inducdo de uma resposta imune em camundongos.

- Avaliar a antigenicidade da nucleoproteina e glicoproteina recombinante

frente a soros positivos contra raiva.
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4 ARTIGO 1

Epizootiologia da Raiva e alternativas na producéo de antigenos

rabicos

Artigo cientifico formatado de acordo com as normas da revista

Ciéncia Rural
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- REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

A Raiva é uma zoonose transmitida pela inoculacdo do virus rabico presente na
saliva do animal infectado, que acomete 0 homem e todos os animais de sangue quente.
Neste artigo descrevem-se a distribuicdo da raiva no mundo, as cadeias de transmisséo,
seu impacto na economia e as novas alternativas na producao de antigenos rabicos, entre
eles de peptideos sintéticos, de DNA, de RNA, de vetores recombinantes virais,

bacterianos e de leveduras, e em plantas.

Palavras-chave: virus da raiva, vacinas anti-rabicas.
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ABSTRACT

Rabies is a zoonotic disease transmitted by the inoculation of the rabies virus
present in the saliva of infected animals that affect humans and all warm-blooded
animals. This article describes the distribution of rabies in the world, the different
chains of transmission, the economic impact of the disease and new alternatives for the
production of rabies antigens, such as synthetic peptides, DNA, RNA, recombinant

viral, bacteria and yeast vectors, and in plants.

Key words: rabies virus, anti-rabies vaccine
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HISTORICO

Os primeiros relatos da doenga, no homem, ocorreram por volta de 24 a.C. na
Mesopotamia. A partir de 1500 e até a metade do Século 20, ocorreram varios surtos de
Raiva em animais e homens pelo mundo, especialmente no continente europeu. Em
1869 foram descritos os sintomas da doenca e sugerido que o agente causador da
infecgéo fosse transmitido por animais raivosos (STEELE and FERNADEZ, 1991). Em
1885 foi produzida a primeira vacina e em 1889 realizados os primeiros estudos de
soros anti-rdbicos (INSTITUTO PASTEUR, 2008). Em 1895, quando os telégrafos
anunciaram a descoberta da vacina contra a raiva pelo cientista francés Louis Pasteur, 0
governo de S&o Paulo propds a criagdo de uma instituicio com a denominagdo de
Instituto Pasteur, que deveria se dedicar ao tratamento anti-rabico. A primeira tentativa
fracassou. Somente em 7 de novembro de 1903, o Instituto Pasteur se estabeleceu pela
acdo de um grupo de médicos e filantropos da sociedade paulista. Entre 1906 e 1915,
sob a direcdo do pesquisador italiano Antonio Carini, o Instituto Pasteur transformou-se
em uma importante instituicdo. Antonio Carini desempenhou um papel importante na
histéria do combate a raiva, ao demonstrar, em 1911, em Santa Catarina, que a doenca
podia ser transmitida pelo morcego hemat6fago a herbivoros domésticos tais como
bovinos e equinos. Também observou que o0s casos de raiva em bovinos e equinos
ocorriam nas duas margens do rio Itajai, em locais onde a travessia de cdes seria
impossivel. O pesquisador italiano detectou a presenca de morcegos hemat6fagos, na
regido, e sugeriu que a doenca era transmitida por morcegos. Apesar da sua
comprovacdo em laboratdrio, essa hipdtese foi aceita anos mais tarde quando
pesquisadores alemaes fizeram a mesma constatagdo (TEIXEIRA et al., 2004).

Apesar de a raiva ser conhecida desde a antiguidade, continua sendo um

problema de salde publica. Organizagcbes internacionais e nacionais em salde publica
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humana e animal, organiza¢cbes ndo governamentais, universidades e setor privado
organizam, anualmente o “Dia Mundial da Raiva” com o objetivo de conscientizar e

fortalecer a prevencéo e controle desta enfermidade (www.worldrabiesday.org/2008).

ETIOLOGIA

O virus da raiva pertence a Ordem Mononegavirales, Familia Rhabdoviridae,
Género Lyssavirus. O género Lyssavirus inclui os virus da Raiva, Lagos bat, Mokola,
Duvenhage, European bat 1 e 2 e Australian bat (CDC, 2008). O virion apresenta uma
morfologia de bala, com uma extremidade arredondada e outra plana. Tem
comprimento médio de 180 nm e 70nm de didmetro (HUMMELER et al, 1967;
VERNON et al., 1972). O genoma esté disposto em formato de mola e estd composto
por cinco genes, 0s quais codificam uma nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina
da matriz (M), glicoproteina (G) e RNA polimerase (CDC, 2008). O genoma esta
envolto pela nucleoproteina formando um nucleocapsideo helicoidal. O nucleocapsideo,
a fosfoproteina, a proteina da matriz e a RNA polimerase sdo circundados por um
envelope derivado das membranas celulares. Neste envelope estdo inseridas,
aproximadamente, 400 unidades de glicoproteinas triméricas projetadas para a parte
externa do virion. O genoma viral consiste de RNA fita simples, ndo segmentado com
polaridade negativa (3’-5%), o que o impossibilita de ser traduzido diretamente em
proteinas. O primeiro evento apds a entrada na célula é a transcricdo dos seus genes
produzindo cinco mRNA monocistrdnicos, seguido da sintese do seu genoma
complementar fita positiva (5’-3”) (PRESCOTT et al., 1996; TORDO et al., 1996).

A glicoproteina é uma proteina sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso, na

forma de um trimero, e logo ap6s, transportada para o aparelho de Golgi onde é
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processada e exportada a superficie da célula com uma conformagdo madura de 65 kDa
(CDC, 2008; ROSS et al., 2008). A glicoproteina tem papel importante na infectividade,
patogenicidade e neurotropismo e é reconhecida como um fator responsavel pela
infeccdo (JOHNSON et al., 2002; DIETZSCHOLD et al., 2008; ROSS et al., 2008).
Embora diversos receptores celulares para a proteina tenham sido sugeridos, nenhum foi
conclusivamente identificado. A p75"™" é um receptor de neurdnio que parece ter um
papel importante na infeccdo (LANGEVIN et al., 2002). Estudos recentes, porém,
revelaram que outros receptores s@o requeridos para infecgdo in vivo e in vitro, entre
eles estdo o receptor de acetilcolina nicotinico (NAChR), a molécula de adesdo celular
neuronal (hnCAM), além de receptores celulares como gangliosideos (WARRELL et al.,
2004; TUFFEREAU et al., 2007). A glicoproteina estd composta por,
aproximadamente, 524 aminodcidos, formando os 19 primeiros um peptideo sinal que é
clivado quando a proteina entra no reticulo endoplasmatico. As porcdes restantes
consistem de um dominio citoplasmatico, um dominio transmembrana e um
ectodominio exposto como um trimero na superficie viral (JOHNSON et al., 2002;
BASSI et al., 2008).

O gene da nucleoproteina do virus rabico é o mais conservado dos cinco genes
estruturais e tem sido usado frequentemente para classificar os isolados em gen6tipos
(SCHAEFER et al., 2005; CDC, 2008) e como alternativa na producdo de antigenos
recombinantes com a finalidade de diagnostico (HE et al., 2006). O gene estad composto
por 1353 nucleotideos que codificam 450 aminoacidos. A nucleoproteina é indutora de
resposta de células T auxiliares e de células B (KOSER et al., 2004). Além disso, tem
papel importante na regulacdo da transcricdo e replicacdo do RNA viral (WU et al.,

2002).
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EPIZOOTIOLOGIA

A raiva é uma doenca distribuida amplamente pelo mundo, estando presente em
todos os continentes com excecdo da Antartica e de paises como Australia, Japao,
Inglaterra, Irlanda e paises escandinavos. Aproximadamente 70.000 pessoas morrem
todo ano vitimas do virus da raiva, no mundo, sendo que 95% destes casos concentram-
se na Africa e Asia. Um grande nlmero de espécies mamiferas esta envolvido na
manutengdo e transmissdo da raiva (OMS, 2009). A raiva tem quatro ciclos
epidemioldgicos com processos de transmissdo diferentes. No ciclo da raiva urbana o
céo é o reservatorio principal, mantendo o virus na populacéo e transmitindo-a a felinos
e 0 homem (DIETZSCHOLD et al., 2008; ZHANG et al., 2009; ZULU et al., 2009). No
ciclo da raiva dos herbivoros, que ocorre desde o norte do México até a regido central
da Argentina, onde 0o morcego hematdfago é a fonte de infeccdo, transmitindo o virus a
bovinos, ovinos, eqliinos, outras espécies domésticas e 0 homem, mediante mordedura
(KOBAYASHI et al., 2006; CARNIELI JR et al., 2009). No ciclo silvestre, 0s
carnivoros silvestres (chacal, raposa, lobo, guaxinim, furdo) sdo reservatorio e
transmissores do virus para 0 homem e outras espécies animais (UN et al., 2009;
ZHANG et al.2009; ZULU et al., 2009). O ciclo aéreo caracteriza-se pela transmissao
do virus entre as diferentes espécies de morcegos (UIEDA et al., 1995; CUNHA et al.,
2005; ALBAS et al.,, 2009). Na maioria dos paises existe uma espécie animal

responsavel pela manutenc¢do da raiva na natureza.

Em certos paises, no entanto, existem diferentes ciclos com diferentes
reservatorios para o virus da raiva. Além disso, quando a incidéncia da raiva canina
diminui drasticamente é comum diagnosticar-se a raiva em animais silvestres (OMS,
2009). Na Africa do Sul, o virus da raiva foi isolado do chacal do dorso preto (Canis

mesomelas) e de cées (canis familiaris). O estudo indicou que 0s chacais sdo capazes de
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manter o virus no ciclo de infeccdo dos caes (ZULU et al., 2009). Os casos de raiva
humana, na China, estdo associados aos cdes e ao furdo. Um estudo epidemiolégico
retrospectivo da raiva em chineses, mostrou o furdo como principal transmissor do virus
e constatou sua presenca constante em areas residenciais e no interior de algumas casas
(ZHANGA et al., 2009). Na Turquia, o virus da raiva é enzoGtico em muitas &reas,
tendo os cdes como principal reservatério, pelo que 0 homem esta em risco permanente

(UN et al., 2009).

Em paises desenvolvidos a raiva persiste, sobretudo, em animais silvestres
(OMS, 2009). Na Europa, a raposa vermelha (Vulpes vulpes) é o reservatorio
predominante do virus. Na Franca, o custo acumulado para controlar a doenca em
raposas (entre 1986 e 1995), incluindo a vacinacdo oral, foi estimado em US$ 261
milhdes (WHO, 2004). Na América do Norte, a taxa de raiva humana declinou
substancialmente principalmente devido ao controle da doenca em cées e gatos. No
entanto, a raiva em animais silvestres tem sido responsavel por alguns casos de raiva
humana principalmente pela proximidade com os animais silvestres (HAIDER, 2008).
Nos Estados Unidos as despesas anuais para prevencdo da raiva sdo da ordem de US$
300 milhdes e diversos estados procuram controlar a raiva silvestre para diminuir os
tratamentos pOs-exposicao de pessoas que tenham contato com esses animais (WHO,
2004). Entre 1989 e 2004, mais de 13 milhdes de iscas contendo a cepa vaccinal ERA
de virus rabico atenuado (ERA-BHKj;), foram distribuidos na provincia de Ontario,
Canada, com o objetivo de imunizar raposas pela via oral. O virus ERA, no entanto,
apresentou patogenicidade residual em alguns animais silvestres ap0s a vacinacgao via
oral. Os casos foram confirmados pelo isolamento e analise molecular do virus nestes
animais, comprovando-se que os animais afetados haviam se alimentado com iscas

contendo a vacina ERA (FEHLNER-GARDINER et al., 2008).
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Na América Latina o orcamento destinado ao controle da raiva, excluindo o
Brasil, foi de US$ 22 milhdes em 2001. O Brasil avaliou o proprio orgamento em US$
28 milhdes em 2004. Este or¢camento incluiu os custos com vacinas para humanos e
para cdes, imunoglobulinas, laboratérios de diagndstico, equipes de médicos e
veterindrios, treinamento das equipes e campanhas de vacinacdo (WHO 2004). Em
2004, pela primeira vez, 0 nimero de casos de raiva humana transmitida por animais
silvestres na América latina superou o nimero de casos transmitidos por cées, sendo a
raiva desmodina responsavel pela morte de 55 pessoas em 2005. Presenca do morcego
hemat6fago e do virus da raiva e auséncia de programas de controle, sdo alguns dos
fatores relacionados aos surtos. Os surtos ocorreram preferencialmente em pequenas

areas rurais, de desmatamento e areas de extragdo de ouro (SCHNEIDER et al., 2009).

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2008), a maioria dos casos de Raiva
registrados no Brasil estd concentrada nas regides Norte e Nordeste tendo como
principais reservatorios os cdes domésticos, 0s canideos silvestres e morcegos
hematt6fagos (Desmodus rotundus). Em 2007, foram diagnosticados 1027 casos de raiva
em herbivoros relacionados diretamente com a presenca do morcego hematéfago. Todos
0s anos a raiva é diagnosticada em canideos silvestres no Nordeste do Brasil e
coincidentemente ou ndo € nessa regido que cresce 0 numero de casos em caninos
domésticos. Analise filogenética de amostras provenientes de cdes domésticos e
silvestres dessa regido, revelou que ha uma infeccdo cruzada entre os dois grupos, ainda
que ha dificuldade em definir qual seria o verdadeiro reservatério (CARNIELI et al.,
2009). Entre 1986 e 2008, registraram-se 760 casos de raiva humana no Brasil. A
analise da série histérica demonstra uma grande reducdo dos casos transmitidos por
caes. Em 2008 foram notificados trés casos de raiva humana, cujas transmissdes foram,

dois por morcegos e um por primata ndo humano, ocorridos nos estados de
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Pernambuco, Goias e Ceard, respectivamente. Houve, também, uma reducdo da raiva
canina, passando de 83 em 2007 para 36 em 2008, concentrados na regido Nordeste,

seguida da Norte e Centro-oeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

No entanto, a raiva silvestre no Brasil surge como um problema de salde
publica. O desmatamento, que resulta na destruicdo e fragmentacdo do habitat de muitas
espécies silvestres, é a principal causa da aproximacao de animais silvestres e morcegos
hematdfagos as zonas urbanas e periurbanas, o que, consequentemente aumenta o
contato entre esses animais e 0 homem (CARNIELI JR et al., 2009). O sequenciamento
da regido codificadora do gene da nucleoproteina dos isolados de cdes domésticos e de
canideos silvestres da regido Norte e Nordeste do Brasil, identificou dois grupos: um
relacionado aos canideos domésticos e outro relacionado aos canideos silvestres. A
analise filogenética da sequéncia de dados sugere que o0 guaraxaim (Cerdocyon thous) €
o principal reservatorio do virus na regido Nordeste (CARNIELI et al., 2008). Ja na
regido Sul e em alguns estados da Regido Sudeste a raiva humana, transmitida pelo céo,
est4 controlada. No entanto, em Janeiro de 2007, a Secretaria Estadual da Saude do Rio
Grande do Sul, via Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS), informou a morte
de uma cadela de 3 anos por Raiva em Tapes, cidade distante 103 km de Porto Alegre,
cuja fonte de infecgdo seria um morcego infectado (SES/RS, 2007). Recentemente a
Secretaria da Agricultura, Pecuéaria, Pesca e Agronegocio (SEAPPA) do Rio Grande do
Sul confirmou focos de Raiva bovina na regido do Vale do Rio Pardo, Vale do Taquari
e Pelotas (SEAPPA, 2008). Apesar do virus da raiva ser antigenicamente homogéneo
existem diferencas entre os isolados das diferentes espécies. Esta diferenca permite
classificar os isolados em variantes e consequentemente tracar o ciclo epidemiol6gico

da raiva por regido (SATO et al., 2004; SCHAEFER et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
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2005; KOBAYASHI et al., 2007; CARNIELI et al., 2008; KOBAYASHI, et al. 2008;

MOTA, 2008; CARNIELI et al., 2009).

VACINAS ANTI-RABICAS

Apesar de ndo ter-se desenvolvido tratamento eficaz para a Raiva ela é uma
doenca que pode ser prevenida por vacinagdo. A primeira vacina anti-rabica usada no
homem foi desenvolvida por Louis Pasteur (1885), uma vacina elaborada a partir de
material encefalico e medula, obtidos apds inoculacdo intra-cerebral de virus fixo em
coelhos. Os coelhos eram sacrificados para a retirada da medula espinhal para secar a
temperatura ambiente, de tal forma que eram mantidas medulas com 14, 13, 12 dias, até
chegar a um dia de dessecacdo. Quando ocorria um caso de mordedura por animal
suspeito, o paciente era vacinado inicialmente com a vacina de 14 dias, no dia seguinte
com a de 13 dias e assim sucessivamente até chegar ao dia dois. Este foi o primeiro tipo
de vacina viva atenuada utilizada para a prevencdo da raiva (OMS, 2009). FERMI
(1906) elaborou uma vacina com virus fixo multiplicado em cérebro de coelho e
inativado por fenol durante 24h a 22°C. David Semple (1911) produziu uma vacina anti-
rabica inativada a partir de uma suspensdo de tecido nervoso de coelho tratada com
fenol a 37°C por 24 horas e mantida por 30 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente, esta vacina foi produzida em tecido nervoso de ovinos e caprinos para
obter maior rendimento. A inativacdo do virus rabico com fenol por Semple, e
posteriormente com radiacdo ultravioleta ou betapropiolactona (BPL), aumentou a
seguranca da vacina, mas a dose necessaria para obtencdo de uma resposta adequada
aumentou a possibilidade de acidentes alérgicos pela presenca da mielina e outras

proteinas do tecido nervoso das ovelhas (SEMPLE, 1919).
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A vacina Avianizada Fleury Lep (Low egg passage) de baixa passagem foi
produzida por inoculagdo do virus (amostra Fleury) primeiramente em pintos, por via
intracerebral, sendo atenuada por 136 passagens e posteriormente inoculada em embrido
de pinto (40 a 50 passagens). Protegia 0s cdes por até trés anos, porém o protocolo
preconizado em alguns paises previa que na primo vacinagdo seriam necessarias trés
aplicacbes no primeiro ano e posteriormente reforco a cada trés anos. Foi
desaconselhada devido a ocorréncia com alguma freqiiéncia de acidentes vacinais em
cades (BUNN, 1988). A vacina Avianizada Fleury Hep (High egg passage) de alta
passagem, seguiu 0 mesmo principio da LEP, porém utilizando até 178 e em alguns
casos de 227 a 230 passagens em embrido de pinto. O virus Fleury mais atenuado era
replicado em ovos embrionados, em células renais de cdo ou em fibroblastos de embrido
de pinto (BUNN, 1988). Uma vacina produzida em embrido de patos com virus fixo
inativado com betapropiolactona, e liofilizada, desenvolvida por Perck et al. (1953), é
utilizada na prevencéo da raiva humana porque produz menos reagdes sistémicas que as

vacinas dos tipos Semple e Fermi. E atualmente produzida na Suica.

Em 1960, Paul Fenje descreveu a adaptacdo da cepa “Street Alabama Dufferin®
(SAD) em cultivo celular de células de rim de hamster. Virus SAD, originalmente
isolado de cdo raivoso no Alabama, sofreu numerosas passagens em cérebro de rato
sendo entdo considerado virus fixo (FENJE, 1960). Por outro lado, ABELSETH (1964)
adaptou virus a cultivo celular previamente replicado em embrides de galinhas e rim
suino. Esta cepa foi denominada cepa ERA (Evelyn-Rokitniki-Abelseth), sendo uma
das vacinas anti-rabicas mais consagradas, na pratica de campo. O virus ERA, no
entanto, manifesta algum tipo de patogenicidade residual em carnivoros, o que foi
observado por ocasido da ocorréncia de casos de raiva pos-vacinacao entre 1989 e 2004,

em Ontario, Canada. Os casos foram atribuidos a infec¢bes pds-vacinais por vacina
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ERA e indicaram que todos os animais com raiva haviam se alimentado com iscas

contendo a vacina ERA (FEHLNER-GARDINER et al., 2008).

As vacinas anti-rdbicas a base de tecido nervoso, cérebro e medula de coelho
utilizado, desde o trabalho pioneiro de Pasteur, podem produzir reacdes adversas.
Quando foi descoberto que as substancias responsaveis pela encefalomielite alérgica
nao estavam presentes em ratos e camundongos lactentes, Fuenzalida e Palacios, em
1954, elaboraram uma vacina de encéfalo de camundongos lactentes inoculados com
virus fixo, inativada por radiacdo ultravioleta para uso em cdes. Em 1965, SVET-
MOLDAVSKIJ et al. usaram o rato lactente com a mesma finalidade. Ainda em 1965, o
Instituo de Pesquisas Bioldgicas do Rio Grande do Sul iniciou a fabricacdo de uma
vacina tipo Fuenzalida, porém, com algumas modificacGes, entre elas a inativagdo com
betapropiolactona (DA SILVA et al, 1967). A vacina Fuenzalida-Palécios,
desenvolvida no Chile em 1950 e aperfeicoada nos anos seguintes, é utilizada
rotineiramente nos programas de salde publica no Brasil, produzida pelo Instituto
Butantan, em S&o Paulo, e pelo Instituto Tecnoldgico do Paranad-TECPAR. Atualmente
o Instituto Butantan descontinuou a producdo da vacina Fuenzalida-Palécios e iniciou a
producdo da vacina utilizando virus replicado em células Vero, livre de soro bovino
fetal, para reduzir o risco de transmissdo de zoonoses e prions (INSTITUTO
BUTANTAN, 2008). No Brasil, vacinas produzidas em cultura celular ou em embrido
de pato estdo disponiveis na rede publica de salude e em centros de imunobioldgicos
especiais, para pacientes imunodeprimidos e para 0s que apresentam eventos adversos

graves a vacina Fuenzalida-Pal4cios (www.vacinas.org.br).

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante iniciou uma nova
perspectiva no controle da Raiva, ja que vacinas recombinantes ndo tém patogenicidade

residual e sdo produzidas com as proteinas antigénicas do virus, sem sua presenca



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

(OMS, 2008). A glicoproteina € uma escolha promissora para o desenvolvimento de
vacinas de subunidades que possam ser usadas para imunizagdo contra a raiva humana e
animal. A nova tecnologia na producdo de vacinas inclui vacinas de peptideos
sintéticos, vacinas de DNA (FISCHER et al., 2003), vacinas de RNA, vacinas de
vetores recombinantes virais como adenovirus (HU et al., 2006; KNOWLES et al.,
2009), virus vaccinia (ROSSATE et al., 2009) e virus Semliki Forest (BENMAAMAR
et al., 2009), vacinas de vetores recombinantes bacterianos, E. coli (Motoi et al., 2005) e
BCG (CRUZ et al., 2002), vacinas de vetores recombinantes em leveduras (KLEPFER

et al., 1993) e vacinas em plantas (ASHRAF et al., 2005; ROJAS-ANAYA et al., 2009).

Os adenovirus sdo virus DNA usados, frequentemente, como vetores para
transferir material genético para outras células. O adenovirus canino tipo 2 e o
adenovirus humano tipo 5 foram usados como vetores de expressdo da glicoproteina do
virus rabico para prevencdo da raiva, via oral, em animais silvestres. Estes
recombinantes demonstraram ser estaveis nos testes in vitro e in vivo (HU et al., 2006;
KNOWLES et al., 2009). A primeira vacina anti-rabica recombinante licenciada para
uso em animais silvestres utilizou o virus da vaccinia (poxvirus) como vetor de
expressao (OMS, 2008). A Vaccinia-Rabies Glycoprotein ou V-GR é uma vacina que
utiliza o virus da Vaccinia (poxvirus) como vetor e o0 gene da glicoproteina da cepa do
virus rabico ERA integrado ao genoma do virus. E hoje a vacina recombinante
produzida em larga escala (KIENY et al., 1984; HANLON et al.,1998; CLIQUET et al.,
2008;; JACOBS et al., 2009). Esta vacina, administrada via oral, demonstrou uma boa
eficcia na imunizacdo de animais silvestres no Leste europeu e nos Estados Unidos

(BLANTON et al., 2007; CLIQUET et al., 2008).

A glicoproteina de virus rabico inserida no virus Semliki Forest (SFV)

demonstrou ser estadvel na sua estrutura e fungdo. Um SFV carreando o gene da
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glicoproteina do virus da raiva (SFV-RVGP) foi construido e a expressdo avaliada em
cultivo de células. A glicoproteina (RVGP) foi expressa em células BHK infectadas
com SFV-RVGP e o mRNA do RVGP foi detectado em altos niveis apds 24 a 48 horas
de infeccdo. Essa expressédo foi considerada uma opgéo segura para producdo de RVGP
em cultivo de células (BENMAAMAR et al., 2009). Avaliou-se também a resposta
imune e protegdo de camundongos vacinados com uma vacina de RNA contendo o gene
da glicoproteina do virus rabico. A vacina de RNA auto-replicante gerou uma resposta

celular e humoral (1gG) e conferiu protecdo (SAXENA et al., 2009).

Entre outros sistemas de expressdo testados, as plantas tem sido, também,
consideradas uma alternativa segura e eficaz para producdo de proteinas heter6logas. A
glicoproteina de virus rabico produzida em tabaco e cenouras induziu uma resposta
imune protetora em camundongos desafiados com virus da raiva (ASHARAF et al.,
2005; ROJAS-ANAYA et al., 2009). As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia
pastoris sdo uma alternativa adequada para a producdo de varias proteinas, por
apresentarem facil manipulacdo genética, crescimento rapido como os procariotos e
principalmente por possuir capacidade para gerar as modificacbes pos-traducao
(CEREGRINO et al., 1999). A glicoproteina do virus rabico, sintetizada pela levedura
S. cerevisiae, conservou muitas caracteristicas semelhantes & glicoproteina nativa e
protegeu cobaias frente ao desafio com virus letal pela via intramuscular, mas nao
protegeu camundongos ao desafio intracerebral (KLEPFER et al., 1993).
Mycobacterium bovis cepa BCG foi também utilizado para expressar varios antigenos

heterélogos (CRUZ et al., 2002).

Trabalhos realizados em nosso laboratdrio utilizando P. pastoris para expressdo
de um gene sintético da glicoproteina do virus da raiva (Patente n° W02004039400)

apresentaram resultados interessantes. A proteina expressa reagiu imunologicamente
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com anticorpos anti-rabicos policlonais obtido de animais inoculados com a cepa CVS
de virus rabico fornecido pelo IPVDF (Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor, Fepagro-Saide Animal, RS, Brasil. No entanto, os anticorpos produzidos a
partir da imunizacdo de camundongos com a proteina recombinante ndo foram capazes
de neutralizar o virus da raiva. Esta técnica estd em desenvolvimento e € promissora
para o desenvolvimento de vacinas seguras, sem 0S riscos que muitas vezes ha no
desenvolvimento de uma vacina que utiliza agentes infecciosos letais como é o caso do
virus da raiva, aumentando a biosseguranca. Embora diferentes vacinas anti-rabicas
tenham sido desenvolvidas, poucas tem sido licenciadas para uso, principalmente

devido & baixa eficacia em animais (HU et al., 2006).

CONCLUSAO

A situacdo da raiva no mundo sugere que é necessario controlar a doenca
preferencialmente nos animais silvestres. Para atingir esse objetivo, procura-se
desenvolver vacinas seguras, eficazes e de facil aplicacdo. As vacinas de subunidades
sdo fortes candidatas, ja que sdo indcuas e ndo apresentam patogenicidade residual por

serem produzidas apenas com proteinas antigénicas do virus.
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RESUMO

A glicoproteina do virus da raiva é responsavel pela adsor¢do do virus a
membrana da célula alvo e possui papel importante na infectividade e patogenicidade. E
o principal antigeno para o desenvolvimento de uma vacina recombinante, uma vez que
induz uma resposta imune protetora e persistente. Um gene sintético da glicoproteina do
virus da raiva foi clonado no vetor pPICZaB de Pichia pastoris para permitir a secrecdo
da glicoproteina no meio de cultivo. Apés a inducdo com metanol, uma proteina de
aproximadamente 65 kDa foi expressa e reconhecida por anticorpos monoclonais anti-
histidina e anticorpos anti-rabicos policlonais. A clonagem e expressao da glicoproteina
foram confirmadas pelas técnicas de Nested PCR, SDS-page e Dot blot. A proteina
demonstrou ser antigénica ao ser reconhecida por anticorpos anti-rabicos proveniente de
animais experimentalmente infectados com o virus rdbico cepa CVS. O uso da
glicoproteina do virus rabico é uma escolha plausivel para o desenvolvimento de
vacinas de subunidades que podem ser usadas para imunizacdo contra a raiva humana e
animal, ainda que novos estudos sejam necessarios para conhecer as caracteristicas

imunogénicas dessa proteina.

Palavras-chaves: virus da raiva, vacina recombinante, Pichia pastoris, glicoproteina.
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ABSTRACT

Rabies an infectious disease that affects human and all warm blooded-animals, is
a zoonoses transmitted by inoculation of the rabies virus present in the saliva of an
infected animal manly by biting. The glycoprotein of rabies virus responsible for the
adherence of virus to target cell membrane plays an important role in infective and
pathogenicity. It is the principal antigen for the development of a recombinant vaccine,
since it induces a protective immune response and persistent. A synthetic gene of the
glycoprotein of rabies virus was cloned into vector pPICZaB of Pichia pastoris to
promote the secretion of the glycoprotein to the medium. After induction with methanol
a protein of approximately 65 KDa was expressed and recognized by monoclonal anti-
histidine polyclonal antibody and anti-rabies antibodies. Cloning and expression of the
glycoprotein were confirmed by nested PCR, SDS-page and Dot blotting. The antigenic
protein was recognized by sera obtained from animals experimentally infected with the
CVS strain of rabies virus. The use of glycoprotein of rabies virus is a suitable choice
for the development of a subunit vaccine to be used for immunization against human
and animal rabies, although further studies are needed to know the characteristics of

immunogenic protein.

Key Words: Rabies virus, recombinant vaccine; Pichia pastoris; glycoprotein
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INTRODUCAO

A glicoproteina do virus rabico é uma proteina exposta e inserida no envelope
lipidico do virus (20), sintetizada no reticulo endoplasmético rugoso, na forma de um
trimero, e posteriormente transportada para o aparelho de Golgi onde é processada e
exportada a superficie da célula com uma conformacdo madura de 65 kDa (3). A
glicoproteina é responsavel pela adsor¢do do virus a membrana da célula alvo e pela
fusdo entre a membrana celular e o virus durante a endocitose (11, 14). Possui papel
importante na infectividade e patogenicidade e € responsavel pela indu¢do da imunidade
protetora (9,20). A glicoproteina é composta por aproximadamente 524 aminoacidos.
Os primeiros 19 a 24 aminoacidos formam um peptideo sinal, seguido de um
ectodominio de 439 aminodacidos, uma regido transmembrana de 20 aminoacidos e um
endodominio (citoplasmatico) de 44 aminoacidos (15, 20). Através de anticorpos
monoclonais classificam os locais antigénicos em conformacionais e lineares. Os dois
principais locais antigénicos sdo site 11, formados por duas regides entre 0s aminoacidos
34-42 e 198-200 respectivamente, e site 111 localizado entre os aminoacidos 330 e 338
(15, 20). Por ser a principal responsavel pela inducdo de anticorpos neutralizantes, a
glicoproteina do virus rdbico foi expressa em sistemas alternativos como a levedura
Saccharomyces cerevisiae (12), em plantas como a Nicotiana tabacum (1) e Daucus
carota (18) e em virus como o adenovirus (8, 13, 21) e o Semliki Forest virus (2).

Pichia pastoris é uma levedura metilotrofica que é utilizada como sistema de
expressao para diversas proteinas exogenas (4, 7, 16). As proteinas exdgenas,
produzidas por ela, sdo facilmente isoladas pelo fato de que a P. pastoris secreta baixas
quantidades de proteinas enddgenas. Sua crescente utilizacdo pode ser atribuida por
requerer técnicas simples para sua manipulagdo genética, capacidade de produzir altas

concentracbes de proteinas de importancia biotecnoldgica, intracelularmente ou
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secretadas e a capacidade de realizar algumas modificagcdes pos-tradugdo préprias dos
eucariotos, como a glicosilacéo (5).

A construgdo de genes sintéticos € hoje uma forma de aperfeicoar a expresséo
heter6loga de proteinas recombinantes. Asharaf e colaboradores (1) projetaram um gene
sintético para codificar a glicoproteina do virus da raiva cepa ERA e alcancar altos
niveis de expressdo em plantas. No presente trabalho descrevemos a clonagem de um
gene sintético da glicoproteina do virus da raiva em P. pastoris e sua expressdo como

uma alternativa a producgdo de antigenos vacinais.

MATERIAL E METODOS

Amplificacdo do gene que codifica a glicoproteina sintética do virus da raiva e
construgéo de um vetor de expressao.

Para estabelecer um método rapido, seguro e econdmico para clonagem e
expressao da glicoproteina do virus rabico, foram utilizados, como molde, um gene
sintético da glicoproteina do virus rabico (Patente n° WO2004039400). Para
amplificacdo do gene foram desenhados primers contendo sitios para enzimas de
restricdo Kpnl e EcoRl, a fim de direcionar a clonagem no vetor pPICZaB (Invitrogen).
Para desenhé-los utilizou-se o programa VectorNTI 8.0 (Informax Inc.). Na Tabela 1
estdo dispostos os primers desenhados com seus respectivos sitios para enzimas de

restricdo, destacados.

A amplificagdo do gene da glicoproteina foi realizada em uma reacéo de 25
m contendo 0,75 ml de DNTP (0,3 mM cada), 2,5 m de 1x tampé&o, 1 ml de DNA, 1 m

de cada primer (10 pmol.uL™?), 5 unidades de Pfx e 18,55 m de &gua. As amostras



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

foram submetidas ao seguinte ciclo: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida
de 35 ciclos que incluiram desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 68°C por
30 segundos e extensdo 68°C por um minuto, finalizando com extenséo final a 68°C por
5 minutos, mantendo a reagdo a 4°C. O produto de PCR obtido foi purificado com GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, WI, USA). O produto de
PCR e o vetor de expressao pPICZaB (Invitrogen) foram digeridos com as enzimas de
restricio Kpn | e EcoRI e posteriormente ligados com T4 DNA ligase. O produto
obtido da ligagdo (pPiczaB/gP) foi transformado em E. coli cepa Top10F (Invitrogen™)
por eletroporagdo. As células transformadas foram selecionadas em placas com meio

LB (1% triptona, 0,5% NaCl, 0,5% extrato de levedura, 1,5% &gar) e Zeocina (25

pg/ml). Os clones recombinantes foram submetidos a um screening réapido (10).

Transformacdo, selecdo de Pichia pastoris e inducdo da expressdo da proteina
heteréloga

O pPICZaB/gP foi propagado em E. coli, extraido e purificado por Kit GFX
Micro Plasmid Prep e linearizado com a enzima de restricio Pmel (New England
Biolabs). P. pastoris cepa KM71H fen6tipo Mut® foi cultivada em YPD (1% extrato de
levedura, 2% peptona e 2% D-glicose) por 18h em agitador orbital a 28°C e 250 rpm.
As células competentes foram preparadas de acordo com o manual da Invitrogen
(EasySelect™ Pichia Expression - Cat.K1740-01). P. pastoris foi transformada por
eletroporacdo com 10 ug de vetor linearizado. Para analise dos clones, colnias isoladas
foram repicadas em 10 ml de YPD (Yeast Peptone Dextrose) liquido e incubadas a 28°C
durante a noite sob agitacdo constante. No dia seguinte os cultivos foram centrifugados

e 0 sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 5 ml de BMMY - Buffered
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Methanol-Complex Médium (1% extrato de levedura; 2% peptona; 1,34% YNB; 4x10°
%05 biotina; 0,5% metanol; 100 mM tampdo fosfato pH 6,0) e incubadas a 28°C sob
agitacdo constante, para que as células recombinantes iniciassem a expressdo de
proteinas. Durante seis dias, a cada 24 horas, coletaram-se 80 pl de sobrenadante e
adicionaram-se 100 pl de metanol. As amostras foram analisadas por SDS Page e Dot
blotting, para confirmar a expressdo da glicoproteina. As col6nias recombinantes que
apresentaram 0s melhores niveis de expressdo de proteinas foram selecionadas para

expressdo em maior escala.

PCR de coldnia e Nested PCR de P. pastoris recombinante

Para confirmar o gene da glicoproteina sintética recombinado ao genoma da P.
pastoris foi feito um PCR da colonia de P. pastoris e Nested PCR usando primers

AOX5’ e AOX3’ e primers para a glicoproteina sintética (Tabela 2), respectivamente.

Purificacdo de proteina

Sulfato de amobnio foi adicionado a fragdo solivel do extrato celular em
pequenas porcdes ajustando a saturagdo em 30, 50 e 80% para determinar a melhor
condicdo para precipitacio. Ap6s agitacdo por 24 horas a 4°C, a amostra foi
centrifugada a 12.000 g por 15 minutos e o precipitado ressuspendido em PBS pH 7,4.
As amostras foram dialisadas com o mesmo tampé&o por 24 horas e apds, concentradas
no agucar. A proteina precipitada foi analisada em gel de SDS Page a 10%. A
concentracgao da glicoproteina foi determinada usando como padrao de comparagao uma

curva de Albumina Sérica Bovina (BSA) em gel de poliacrilamida a 10%.
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Dot Blotting

Para determinar a expressdo da glicoproteina foi realizado Dot Blotting
utilizando anticorpo monoclonal (MAb) anti-6xHIS conjugado a peroxidase (Sigma) e
soro anti-rabico policlonal obtido de animais inoculados com a cepa CVS de virus
rabico. Para isso, ao fim da inducdo da expressdao da proteina em P. pastoris, foram
aplicados 5 pl dos sobrenadantes de cada clone, inclusive do controle negativo (P.
pastoris KM71H nédo transformada), diretamente em membrana de nitrocelulose
(Hybond C, Amersham Biosciences). A membrana foi bloqueada com PBS-T 1X
contendo 5% de leite em po6 desnatado, sob agitacdo constante durante 1 hora.
Posteriormente, a membrana foi lavada com PBS-T 1X e colocada em uma solucdo
1:10.000 de Mab anti-histidina conjugado a peroxidase ou anticorpo anti-rabico 1:20,
por uma hora a temperatura ambiente sob agitacdo. A membrana foi lavada trés vezes
sob agitacdo a temperatura ambiente por 3 minutos. A seguir foi adicionado anticorpo
anti-camundongo conjugado a peroxidase (Dako Co., California, USA) na concentracao
de 1:1000 sob agitagdo por uma hora a temperatura ambiente. O Dot Blotting foi
revelado com a solucdo DAB (0,6 mg diaminobenzidine, 0,03% de sulfato de niquel, 50
mM de Tris-HCI pH 8,0). No Dot Blotting com anticorpo monoclonal (MADb) anti-
histidina utilizou-se como controle positivo uma proteina de 30kDa cedida pelo

Laboratorio de Bacteriologia do Cenbiot/UFPEL .

SDS-PAGE
O gel de poliacrilamida foi preparado na concentracdo de 10%. As amostras de
proteinas foram adicionadas ao tampdao de amostra desnaturante contendo SDS, fervidas

por 10 minutos e aplicadas no gel no volume de 10 ul. Em seguida, o gel foi submetido
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a eletroforese a 120 V em tampao de corrida Tris-glicina contendo SDS. No final da
eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 (Sigma-Aldrich) por 20
minutos e descorado com solucdo descorante até que as bandas de proteina ficaram

nitidas.

Caracterizacdo antigénica da glicoproteina recombinante (GpR)

Para determinar a antigenicidade da GpR inocularam-se quatro camundongos
Mus musculus linhagem BALB/c/UFPel, com 4-6 semanas de idade, por via
intraperitoneal com 50 pg de proteina adjuvantada com hidroxido de aluminio a 10%.
Os animais receberam trés doses com intervalos de sete dias. Coletou-se sangue do

plexo ocular, nos dias 0, 7, 14, 28 e 42 para posterior caracterizagdo antigénica.

ELISA

Placas de poliestireno (Cral®, Brasil) foram sensibilizadas com a glicoproteina
recombinante diluida em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 durante a noite em
refrigeracdo, na concentracdo final de 8 ngy por cavidade. As placas foram lavadas 3
vezes com PBS-T (tampé&o salina fosfatada pH 7,6 com Tween 20 a 0,05 %). Os soros
dos camundongos vacinados com a glicoproteina recombinante foram diluidos 1:25,
1:50 e 1:100 em PBS-T. Para cada amostra foram realizadas trés repeticdes. Cinqlienta
microlitros de cada dilui¢do foram adicionados a placa. Apés incubagdo por 1h 30 min a
37°C, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T. Soro anti-imunoglobulina G de
camundongo conjugado com peroxidase (Dako Co., California, USA) foi adicionado as

amostras e incubado por 1h 30 min a 37°C. A reacgdo foi revelada por Orto Fenil
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Diamina (2 mg em 1,16 ml de tampéo fosfato, 1,32 ml de tampdo citrato, 2,52 ml de
agua, a qual foram adicionados 6 ul de agua oxigenada de 30 vol. A leitura da
densidade dtica foi feita a 450 nm em leitor de ELISA (Dynatech MR 700, Alemanha)

15 min ap6s adicionar o revelador.

Inibicdo da Imunofluorescéncia

Para a realizacdo da técnica de Inibicdo da Imunofluorescéncia as amostras de
soro foram diluidas 1:2 e 1:20. Laminas de vidro foram preparadas com impresséo de
cérebro de camundongo positivo para raiva (Cepa CVS) e fixadas com acetona gelada
por 20 min. Os soros testes foram aplicados sob as laminas e logo ap6s, mantidos em
banho-maria por 30 min. A seguir as Iaminas foram lavadas com PBS e 4gua. Gotas de
soro conjugado a Isotiocianato de Fluoresceina adsorvido a uma suspensao de cérebro
de camundongo normal (CCN) ou a uma suspensdao de cérebro de camundongo
infectado com virus rabico (CVS) foram colocadas sob os campos demarcados e
incubados a 37°C por 30 min. Uma nova lavagem com PBS e agua foi feita e apds a
secagem das ldminas gotas de glicerina tamponada foram dispostas sobre cada campo.
As laminas foram cobertas com laminulas para leitura em microscépio para

imunofluorescéncia.
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RESULTADOS e DISCUSSAO

Amplificagdo do gene por PCR e clonagem em pPICZaB

O gene sintético da glicoproteina do virus da raiva, fornecido pelo Laborat6rio
de Virologia do Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
(ICBS), Universidade Federal do Rio Grande do Sul, foi amplificado pela técnica de
PCR a partir de um vetor de Herpesvirus bovino tipo-5 construido estrategicamente para
expressar um gene sintético da glicoproteina do virus réabico (Patente no:
W02004039400). O gene sintético esta composto por um ectodominio, um dominio de
transmembrana e um dominio citoplasmético, estando ausente apenas o peptideo sinal.
O alinhamento da sequéncia da glicoproteina sintética, feito no Blast (NCBI),
comparando a sequéncias do gene da glicoproteina do virus da raiva, previamente
caracterizados e depositados no GenBank, revelou até 98% de dominios conservados. O
anelamento do primer forward ocorreu entre os pares de bases 59 e 76 e o do primer
reverse ocorreu entre os pares de base 1555 e 1572 amplificando um fragmentos de
aproximadamente 1600 pb (Figura 1). A clonagem da glicoproteina sintética em E. coli
usando o vetor pPICZaB resultou em diversas coldnias resistentes a zeocina. Vinte
colénias foram analisadas por screening rapido (10) resultando em 6 clones
recombinantes. Um dos clones foi propagado em LB liquido contendo 25 ng.mL™ de
zeocina e cultivado em agitador orbital a 37°C durante a noite. Ap6s propagacéo dos
clones, os plasmideos recombinantes (pPICZaB/gP) foram extraidos com GFX™ Micro
Plasmid Prep Kit (GE Healthcare) e purificados. P. pastoris cepa KM71H foi
transformada com pPICZaB/gP e as colonias recombinantes selecionadas para

expressdo em baldo de vidro.
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Expressdo da glicoproteina sintética

P. pastoris recombinante foi cultivada em baldes de vidro para confirmar a
expressao da glicoproteina. A expressdo das proteinas ndo foi toxica para as leveduras
(12) e o pico de expressao pbde ser detectado 72 horas apds o inicio da inducdo com
metanol. A presenca da glicoproteina no sobrenadante foi confirmada por SDS-page
(Figura 2) e Dot blotting (Figuras 3 e 4). A glicoproteina sintética apresentou
caracteristicas semelhantes a sua homdloga viral: foi expressa com peso molecular
préximo a 65 kDa (3) e foi reconhecida por anticorpos policlonais anti-rabicos. Esta
semelhanga também foi descrita na expressao da glicoproteina em S. cereviseae (12),
em plantas como a Nicotiana tabacum (1) e Daucus carota (19) e em virus como o
adenovirus (8, 15, 21) e o Semliki Forest virus (2).

A analise em SDS-page da GpR expressa por P. pastoris revelou uma
consideravel variacdo no nivel de expressdo, com algumas amostras revelando alta
expressao e outras baixa expressdo (Figura 2). A proteina foi obtida em diferentes
concentragcdes nos varios cultivos feitos em baldo usando sempre a mesma cepa
recombinante. Dummer et al (7) descreveram, em seu trabalho, que nem todas as
amostras secretavam a mesma quantidade de proteina e sugeriu que isto poderia ocorrer
devido a multiplas copias de integracdo no vetor ou devido a alguma interferéncia no
procedimento. As bandas de diferentes tamanhos, observadas também no SDS-page,
sugerem que a GpR poderia ter formado dimeros, que poderiam ter ocorrido diferentes
niveis de glicosilagdo ou que talvez tenha ocorrido uma degradacdo da regido C-

terminal da proteina recombinante (7).

As amostras 3 e 5 analisadas no SDS-page (Figura 2) foram testadas por Dot
blotting e reagiram positivamente com os anticorpos policlonais anti-rabicos (Figura 3)

e monoclonais anti-histidina (Figura 4). A proteina demonstrou ser antigénica ao ser



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

reconhecida por anticorpos anti-rabicos proveniente de animais experimentalmente
infectados com virus da raiva cepa CVS. A capacidade da P. pastoris em expressar a
glicoproteina sintética do virus da raiva com caracteristicas antigénicas sugere que a
expressdo do antigeno rabico em P. pastoris é uma alternativa viavel para a produgéo do
imundgeno. A maioria das pesquisas tem focado nesse antigeno viral porque ele tem um
papel importante na imunidade. Este fato se torna mais relevante considerando que o
sistema P. pastoris exclui a necessidade de trabalhar com o virus nativo, diminuindo o

risco durante a producéo de vacinas.

Nested PCR da colonia de P. pastoris

P. pastoris recombinante foi confirmada por Nested PCR (Figura 5). As
amostras quando submetidas a reacdo de PCR, baseada em uma sequéncia do gene que
codifica a glicoproteina sintética do virus da raiva ndo foram capazes de amplificar o
fragmento de 1598 pb. Quando estas amostras foram submetidas & Nested PCR foi
detectado o gene da glicoproteina sintética, onde foi observado um fragmento de
aproximadamente 1600 pb, que corresponde ao gene sintético da glicoproteina da raiva
(Figura 5). A utilizagdo do Nested PCR aumentou a especificidade e a eficiéncia da
reacdo e foi definitivo para confirmarmos a recombinacdo do gene sintético ao genoma

da P. pastoris.

Purificagdo e quantificacdo da glicoproteina sintética

A estratégia escolhida para purificacdo da glicoproteina recombinante foi a
precipitacdo com sulfato de aménio. Os melhores resultados foram observados quando a

precipitacdo foi feita utilizando o sulfato na concentracdo de 80%. Apds a precipitacao
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com sulfato de amonio foi feita a dessalinizacdo por dialise e concentracdo em agucar.
As amostras foram observadas em gel de poliacrilamida a 10%. A proteina foi secretada
em diferentes concentragcdes nos diferentes cultivos. Observou-se que as col6nias
recombinantes selecionadas para a expressdo em baldo, ndo mantinham um padrdo de
producgdo. Este fato, também foi observado na expressdo da glicoproteina D do
herpesvirus bovino tipo 5 (7) e na producao da glicoproteina do coronavirus (5) pela P.

pastoris cepa KM7H1.

O rendimento maximo obtido durante a expressdo da glicoproteina sintética do
virus da raiva foi de 100 mg/L, enquanto o rendimento maximo da rEMA (16), da
glicoproteina D do herpesvirus bovino tipo 5 (7) e da glicoproteina do coronavirus (4)
por P. pastoris cepa KM7H1 foi, respectivamente, 389 mg/L, 190 mg/L e 46 mg/L.
Podemos observar com este resultado que ndo existe expressao de proteina heterdlogas
dentro de uma média e que o0s artigos sobre expressdo em P. pastoris reportam

diferentes concentracdes de proteinas expressas em meio liquido (4,7,16).

Caracterizacdo antigénica da GpR

A glicoproteina do virus rabico é o antigeno de superficie capaz de induzir a
formacao de anticorpos e de reagir com eles. A GpR reagiu com anticorpos anti-rabicos
(Figura 3) e anti-histidina (Figura 4) no Dot blotting. No ELISA, a GpR foi reconhecida
por anticorpos presentes no soro de camundongos inoculados com a glicoproteina
recombinante. A soroconversdo (Figura 6), induzida pelas trés doses de GpR inoculadas
nos camundongos, chegou a 10 vezes no 28° dia do experimento. Foram testadas
diferentes diluicbes dos soros para otimizar as reacGes. Observou-se um melhor

resultado, quanto a soroconverséo, quando foi utilizada a diluicdo 1:25. A GpR,
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produzida neste trabalho, demonstrou ser antigénica ao ser reconhecida por anticorpos e

imunogénica ao gerar anticorpos.

No teste da Inibicdo da Imunofluorescéncia utilizando soros de camundongos
vacinados com GpR, ndo houve inibi¢cdo da imunofluorescéncia, demonstrando que 0s
anticorpos anti-GpR ndo foram capazes de neutralizar o virus rdbico CVS. Com base na
prova de Inibicdo da Imunofluorescéncia podemos sugerir que a glicoproteina sintética,
produzida neste estudo, ndo seria capaz de proteger animais desafiados com CVS, o que
também foi descrito com a glicoproteina expressa em S. cerevisiae, que ndo protegeu
camundongos desafiados por via intra-cerebral (12). A expressdo de proteinas
heterélogas em leveduras tem sido muito utilizada devido a uma série de vantagens que
este sistema apresenta em relacdo a outros (5). No entanto a expressdo da glicoproteina
por leveduras pode estar induzindo uma alteracdo na conformacdo da glicoproteina, o
que afeta diretamente a inducdo de uma resposta imune protetora frente ao virus da
raiva. Ja a glicoproteina expressa por plantas como o Nicotiana tabacum (1) e a Daucus
carota (19) induziram uma imunidade protetora contra o desafio intra-cerebral em
camundongos. Os resultados obtidos a partir da glicoproteina gerada por adenovirus
como vetor de expressdo, permitiu o registro de uma vacina oral para controlar a raiva

em animais silvestres (13, 21).

A glicoproteina do virus da raiva € uma proteina trimérica, transmembrana que
media o reconhecimento do receptor viral. A conformacéo da glicoproteina pode ser
alterada pela insercdo de peptideos O-glicosilados, pela auséncia do dominio
transmembrana e pela exposi¢do ao pH 5,8 (11, 14,18). A alteracéo da conformacéo tem
como consequéncia direta 0 ndo reconhecimento por anticorpos monoclonais (11, 14,
18). Em um estudo realizado para estudar a importancia da regido transmembrana

observou-se que a melhor resposta imune foi obtida quando o dominio transmembrana
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estava presente na construgdo, o que confirmou a importancia dela na conformacéo da
glicoproteina e geracdo de uma resposta imune efetiva (18). Em nosso trabalho, apesar
de ndo ter sido realizado um estudo detalhado da conformacéo da GpR, podemos sugerir
que a proteina expressa pela levedura P. pastoris sofreu alteracdes em sua conformagéo.
Ha possibilidade de ter ocorrido alteragdes de pH, ja que a antigenicidade da
glicoproteina exposta na superficie da célula pode ser perdida quando as células sdo
expostas a um pH 5,8 (11). Alem disto, pode ter havido insercdo de peptideos O-
glicosilados entre o ectodominio e o dominio transmembrana o que poderia induzir uma
alteracdo na conformacdo da glicoproteina (14). Sendo assim, podemos justificar que os
anticorpos produzidos a partir da GpR ndo puderam reconhecer a glicoproteina nativa
do virus da raiva devido a modificacbes de epitopos importantes da glicoproteina
recombinante. Vacinas de DNA construidas com este mesmo gene ndo protegeram

camundongos desafiados com o virus da raiva (Dados ndo publicados).

Embora haja excelentes trabalhos e excelentes resultados descrevendo diversos
sistemas de expressao para a glicoproteina do virus rabico, hd necessidade de se
continuar os estudos para um melhor conhecimento da estrutura e fungdo deste
antigeno. As pesquisas nesse campo sao um pré-requisito para o desenvolvimento de

uma vacina segura e eficaz.

Concluséo
Podemos concluir que a clonagem e expressao da glicoproteina sintética, pela
levedura metilotrofica P. pastoris, foi efetiva, o que permitiu a producdo de uma

proteina antigénica.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

Agradecimentos

Ao Prof. Paulo Roehe e a Helena Beatriz Batista, do Departamento de Virologia

da FEPAGRO - Saude Animal - IPVDF

& ICBS-UFRGS, Porto Alegre, RS, a Prof.2 Ana Claudia Franco, do ICBS-UFRGS,

Porto Alegre, RS, ao Dr Franz Rijsewijk e ao Dr Sylio Alfredo.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- Asharaf, S.; Sinngh, P. K.; Yadav, D. K.; Tuli, R. (2005). High level expression of
surface glycoprotein of rabies virus in tobacco leaves and its immunoprotective activity

in mice. J. Biotec., 119, 1-14.

2- Benmaamar, R.; Astray, R. M.; Wagner, R.; Pereira, C. A. (2009). High-level
expression of rabies virus glycoprotein with the RNA-based Semliki Forest Virus

expression vector. J. Biotec., 139, 283-290.

3- Center for Disease Control and Prevention, USA. 2008. The Rabies virus. Disponivel

em: http//: www.cdc.gov/rabies. Acessado em 09/09/2008.

4- Chuck, C.P.; Wong, C.H.; Chow, L.M.C.; Fung, K.P.; Waye, M.M.Y.; Tsui, S.K.W.
(2009). Expression of SARS — coronavirus spike glycoprotein in Pichia pastoris. Virus

Genes, 38(1), 1-9.

5- Cereguino, L. J.; Cregg, J. M. (2000). Applications of yeast in biotechnology: protein

production and genetic analysis. Curr opinion in Biotech, 10, 422-429.

6- Dietzschold, B; Jianwei, L.; Faber, M., Schnell, M. (2008). Concepts in the

pathogenesis of rabies. Future Virology, 3(5), 481-490.

7- Dummer, L.A.; Conceic¢éo, F.R.; Nizoli, L.Q.; Moraes, C.M.; Rocha, A.R.; Souza, L.
L.; Roos, T.; Vidor, T.; Leite, F.P.L. (2009). Cloning and expression of a truncated form
envelope glycoprotein D of bovine herpesvirus type 5 in methilotrophic yeast Pichia

pastoris. J. Virol. Meth, 161, 84-90.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

8- Hu, R.; Zhang, S.; Fooks, A. R.; Yuan, H.; Liu, Y.; Li, H.; Tu, C.; Xia, X.; Xiao, Y.
(2006). Prevention of rabies virus infection in dogs by a recombinant canine adenovirus

type-2 encoding the rabies glycoprotein. Microbes and Infection, 1, 1-8.

9- Johnson, N.; Mansfield, K. L.; Fooks, A. R. 2002. Canine vaccine recipients
recognize an immunodominant region of the rabies virus glycoprotein. J. Gen. Virol.,
83, 2663-2669.

10 - Jouglard, S.D.; Medeiros, M.A.; Vaz, E.K,; Bastos R.G.; Da Cunha C.W.; Armoa
G.R.G.; Dellagostin O.A. (2002). An ultra-rapid and inexpensive plasmid preparation

method for screening recombinant colonies. ASMJ, 71, 234, 2002.

11- Kankanamge, P.J.; Irie, T.; Mannen, K.; Tochikura, T.S.; Kawai, A. (2003).
Mapping of the low pH-sensitive conformational epitope of rabies glycoprotein

recognized by a monoclonal antibody # 1-30-44. Microbiol. Immunol. 47(7), 507-519.

12- Klepfer, S.R.; Debouck, C.; Uffelman, J.; Jacobs, P.; Jones, E.V. 1993.
Characterization of rabies glycoprotein expressed in yeast. Ach of Virol., 128(3-4), 269-

286.

13- Knowles, M.K.; Roberts, D.; Craig, S.; Sheen, M.; Nadin-avis, S.A.; Wandeler, A.l.

(2009). In vitro and in vivo genetic stability studies of a human adenovirus type 5

recombinant rabies glycoprotein vaccine (ONRAB). Vaccine, 27(1), 2662-2668.

14- Maillard, A. P.; Gaudin, Y. (2002). Rabies virus glycoprotein can fold two
alternative, antigenically distinct conformations depending on membrane-anchor type. J

Gen Virol, 83, 1465-1476.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

15- Mansfield, K.L; Johnson, N.; Fooks, A.R. (2004). Identification of a conserved
linear epitope at the N terminus of the rabies virus glycoprotein. J Gen Virol, 85, 3279-

3283.

16- Nizoli, L.Q. (2009). Expressdo heteréloga e utilizacdo da proteina recombinante
EMA-1 de Theileria equi como imunobiol6gico. Pelotas, RS, Brasil, 67p. (Tese —
Doutorado. Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia. Centro de Biotecnologia.

Universidade Federal de Pelotas. UFPEL).

17- Organizagdo Mundial da Salde. 2009. Rabies: A neglected zoonotic

disease. Disponivel em: http://www.who.int/rabies/en/, acessado em 08/07/2009.

18- Rath, A.; Choudhury, S.; Batra, D.; Kapre, S.V.; Rupprecht, C. E.; Gupta, S.K.
(2005). DNA vaccine for rabies: Relevance of trans-membrane domain of the
glycoprotein in generation an antibody response. Virus Research, doi:

101016/j.virusres.2005.05.002.

19- Rojas - Anaya, E. Loza-Rubio, E.; Oliveira-Flores, M. T.; Gomes-Lim, M. (2009).
Expression of rabies virus G protein in carrots (Daucus carota). Transgenic Research,

doi: 10.1007/s11248-009-9278-8.

20- Ross, A. B.; Favi, M. C.; Vasquez, A. V. (2008). Glicoproteina del virus réabico:

Estructura, inmunogenicidad y rol en la patogenia. Rev. Chil. Infect, 25, 14-18.

21- Rossate, R.C.; Donovan, D.; Davies, J.C.; Allan, M.; Bachmann, P.; Stevenson, P.;
Sobey, K.; Brown, L.; Silver, A.; Bennet, K.; Buchanan, T.; Bruce, L.; Lwson, K.
(2009). Aerial distribution of ONRAB® baits a tactic to control rabies in raccoons and

striped skunks in Ontario, Canada. J. Wildlife Dis., 45(2), 363-379.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

TABELAS

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados nas amplificagdes de PCR, Nested PCR e

das enzimas de restri¢do utilizadas na clonagem.

Iniciadores Sequéncia de Nucleotideos Enzima
GpsintFor 5’- CGGAATTCAATTCCCCATCTACACAA -3’ EcoRlI
GpsintRev  5’- GGGGTACCAGGCGGGCATCGCCTTC - 3 Kpnl

Tabela 2. Seqiiéncia dos primers utilizados nas amplificagdes de PCR, Nested PCR.

Sequiéncia de Nucleotideos

5’- CGGAATTCAATTCCCCATCTACACAA -3

GpsintFor
GpsintRev 5’- GGGGTACCAGGCGGGCATCGCCTTC - 3’
5 AOX1 5’- AOX1- GACTGGTTCCAATTGACAAGC -3’

3’AOX1 3’- AOX1 ’- GCAAATGGCATTCTGACATCC- 5’
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FIGURAS
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FIGURA 1: Produto da amplificacdo do gene sintético da glicoproteina do virus da
raiva. Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Linha M- marcador Ladder Plus; Linha 1-

amplificacdo do gene Gp.
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FIGURA 2: SDS-page. Andlise de cinco amostras de glicoproteina do virus rabico
expresso nas mesmas condi¢Oes de cultivo de P. pastoris. Linha M: Marcador de peso
molecular (BenchMark9™ Protein Ladder, Invitrogen); Linhas 1, 2, 3, 4 e 5, amostras

de glicoproteina do virus da raiva (60 kDa).
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FIGURA 3: Dot Blotting para deteccao da glicoproteina com soro anti-rabico policlonal
(IPV). Amostras 1 e 2, de glicoproteina do virus da raiva, expressas pela levedura P.

pastoris. (C-) controle negativo.

C+ 1 2 3

<

FIGURA 4: Dot Blotting para deteccdo da glicoproteina do virus da raiva com

anticorpos monoclonais anti-histidina. Controle positivo (C+). Amostras 1, 2 e 3 da

glicoproteina do virus da raiva expressas pela levedura P. pastoris.
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FIGURA 5: Nested PCR. Eletroforese em gel de agarose 0,8% demonstrando os
produtos da PCR, onde: Linha M, marcador Ladder Plus; Linha 1: Nested PCR gene

GP sintética .
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Figura 6: ELISA. Grafico da soroconversdao de camundongos imunizados com a GpR.
1- diluigdo 1:25; 2- diluicdo 1:50; 3- diluicdo 1:100. Dias 0, 7 e 14: vacinacdo dos

camundongos. Dias 0, 7, 14, 28 e 42: coleta de sangue.
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RESUMO

O gene da nucleoproteina do virus rabico é o mais conservado dos cinco genes
estruturais e tem sido usado frequentemente para classificar os isolados dentro de
gendtipo e como alternativa na producdo de antigenos recombinantes com a finalidade
de diagndstico. O presente trabalho descreve a clonagem e expressdo da nucleoproteina
do virus rabico utilizando como sistema de expressdo a levedura metilotréfica Pichia
pastoris. O gene da nucleoproteina do virus rabico foi amplificado do plasmideo
pUC18N e clonado no vetor pPICZaB de Pichia pastoris para permitir a expressao da
nucleoproteina recombinante no meio de cultivo. Ap6s inducdo com metanol, uma
proteina de aproximadamente 60 kDa foi expressa e reconhecida por anticorpos
monoclonais anti-histidina, sendo a clonagem e expressdo da nucleoproteina

recombinante confirmadas pelas técnicas de Dot blotting e Western blotting.

Palavras-chaves: nucleoproteina, virus da raiva, Pichia pastoris.
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ABSTRACT

The nucleoprotein gene of rabies virus is the best preserved of the five structural genes
and has been often used to classify the isolates into genotype and an alternative in the
production of recombinant antigens for the purpose of diagnosis. Based on these facts
the present study describes the cloning and expression of the nucleoprotein of rabies
virus using as expression system in methylotrophic yeast Pichia pastoris. The
nucleoprotein gene of rabies virus was amplified from plasmid pUC18N and cloned into
vector pPICZaB Pichia pastoris to allow the expression of recombinant nucleoprotein
in the culture medium. After induction with methanol, a protein of approximately 60
kDa was expressed and recognized by monoclonal anti-histidine, and the cloning and
expression of recombinant nucleoprotein confirmed by techniques Dot blotting and

Western blotting.

Keys-words: nucleoprotein, rabies virus, Pichia pastoris



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

INTRODUCAO

O virus da raiva pertence a Ordem Mononegavirales, Familia Rhabdoviridae,
Género Lyssavirus. O genoma viral consiste de RNA fita simples, ndo segmentado com
polaridade negativa (3’-5’) e esta composto por cinco genes, os quais codificam uma
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina da matriz (M), glicoproteina (G) e RNA
polimerase (3). A nucleoproteina é o principal componente do RNA viral e tem papel
importante na regulacdo da transcricdo e replicacdo do RNA viral (14), além de induzir
uma resposta de células T auxiliares e de células B (9).

O gene da nucleoproteina (450 aminoécidos e 58-62 kDa) ¢ o mais conservado,
antigenicamente e geneticamente, dos cinco genes estruturais e tem sido usado
frequentemente para classificar os isolados dentro de genétipos (13). E também
utilizado para identificar geneticamente os virus que circulam entre as populacdes de
animais domésticos e silvestres (2, 11). Estruturas antigénicas da nucleoproteina foram
investigadas por ensaios de ligacdo competitiva usando painéis de anticorpos
monoclonais (Mabs) e identificaram pelo menos 4 sitios antigénicos (6). Com a
possibilidade de utilizar a nucleoproteina em imunoensaios e caracterizacdo genotipica
do virus rabico, ha interesse de expressa-la como proteina recombinante. Com a
possibilidade de ser utilizada em imunoensaios e caracteriza¢do de genotipica do virus
rabico, ha interesse de expressa-la como proteina recombinante (7). Diferentes sistemas
de expressdo génica foram empregados para estudar as proteinas recombinantes. Entre
eles podemos citar as bactérias (4, 7), as leveduras (5, 10, 12) e as plantas (1).
Kucinskaite et al (10) caracterizaram antigenicamente a nucleoproteina do virus da
raiva, cepa CVS (Challenge Virus Standard), expressa pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. A nucleoproteina expressa em tomate (Solanum lycopersicum) foi

caracterizada antigenicamente e imunologicamente em camundongos (1). No presente
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trabalho nds descrevemos a clonagem e expressdo da nucleoproteina do virus da raiva

pela levedura metilotréfica Pichia pastoris.

MATERIAL E METODOS

Clonagem do gene que codifica a nucleoproteina do virus da raiva

O gene da nucleoproteina do virus rabico foi clonado do plasmideo pUC18N,
construido a partir da amplificacdo da cepa Pasteur (4). Para amplificacdo do gene da
nucleoproteina foram desenhados primers para o gene da nucleoproteina do virus rabico
cepa ERA contendo sitios para enzimas de restricdo Kpnl e Xbal, a fim de direcionar a
clonagem no vetor pPICZaB (Invitrogen). Para desenhé-los utilizou-se o programa
VectorNT1 8.0 (Informax Inc.). Na Tabela 1 estéo dispostos os primers desenhados com

seus respectivos sitios para enzimas de restricao.

A amplificacdo do gene da nucleoproteina foi realizada em uma reacéo de 25 m
contendo 0,5 m de dNTP, 2,5 nl 10 x tampdo, 0,75m de Cloreto de Magnésio (1,5 mM),
2 nl de DNA, 1 pL de cada primer (10 pmol.uL™), 0,2 ul (2 unidades) de Taq
polimerase e 17,05 m de 4gua. A reacdo foi realizada em termociclador onde as
amostras foram submetidas ao seguinte ciclo: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 min,
seguida de 35 ciclos que incluiram desnaturagdo a 94°C por 30 seg, anelamento a 55°C
por 30 seg e extensdo a 72°C por um min, finalizando com extensdo final a 72°C por 5
min, sendo a reacdo mantida a 4°C. As amplificacdes foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 0,8% e posteriormente purificados com o0 GFX PCR DNA and GEL

BAND Purification Kit (GE Healthcare, USA). O produto de PCR e 0 vetor de
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expressdo pPiczaB (Invitrogen) foram digeridos com as enzimas de restricdo Kpn | e
Xbal e ligados com T4 DNA ligase. O produto obtido da ligagdo (pPiczaB/Np) foi
transformado em E. coli cepa Top10F (Invitrogen™ ) por eletroporacdo. As células
transformadas foram selecionadas em placas com meio LB (1% triptona, 0,5% NaCl,
0,5% extrato de levedura, 1,5% &gar) e Zeocina (25 pg/ml). Os clones recombinantes

foram selecionados por screening répido (8).

Transformacdo, selecdo de Pichia pastoris e inducdo da expressdo da proteina
heteréloga

O pPICZaB/Np foi propagado em E. coli, extraido e purificado por Kit GFX
Micro Plasmid Prep Kit e linearizado com a enzima de restricdo Pmel (New England
Biolabs). A P. pastoris cepa KM71H fen6tipo Mut® foi cultivada em YPD (1%
yeast extract, 2% peptone and 2% D-glucose) por 18h em shaker orbital a 28°C e
agitacdo a 250 rpm. As células competentes foram preparadas de acordo com o manual
da Invitrogen (EasySelect™ Pichia Expression - Cat.K1740-01). A P. pastoris foi
transformada por eletroporagédo (25uF, 200 , 2kV) com 10 pg de vetor linearizado.
Para analise dos clones, col6nias isoladas foram repicadas em 10 ml de YPD (Yeast
Peptone Dextrose) liquido e incubadas a 28°'C, durante a noite, sob agitacdo constante.
Posteriormente, os cultivos foram centrifugados e o sobrenadante descartado. O pellet
foi ressuspendido em 5 ml de BMMY (Buffered Methanol-Complex Medium) e
incubadas a 28°C sob agitacdo constante. Durante seis dias, a cada 24 horas, coletou-se
80ul de sobrenadante e adicionou-se 100 pl de metanol. As amostras foram analisadas

por Dot blotting e Western blotting para confirmar a expressdo da nucleoproteina. As
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colénias recombinantes que apresentaram os melhores niveis de expressdo de proteinas

foram selecionadas para expresséo em maior escala.

Purificacdo de proteina

Sulfato de aménio foi adicionado a fracdo solivel do extrato celular em
pequenas porcgdes ajustando a saturagdo em 30, 50 e 80% para determinar a melhor
condicdo para precipitagdo. Ap6s agitacdo por 24 horas a 4°C, a amostra foi
centrifugada a 12.000 g por 15 minutos e o precipitado ressuspendido em PBS pH 7,4.
As amostras foram dialisadas com 0 mesmo tampao por 24 horas e apds, concentradas
no aclcar. A concentracio da nucleoproteina foi determinada por BCA™ Protein Assay

Kit (Pierce Chemical Company).

Dot Blotting

Para determinar a expressdo da nucleoproteina foi realizado Dot Blotting
utilizando anticorpo monoclonal (MADb) anti-histidina conjugado a peroxidase (Sigma).
Ao final da inducdo da expressao da proteina em P. pastoris, 0s sobrenadantes de cada
clone, inclusive do controle negativo (P. pastoris KM71H néo transformada), foram
aplicados diretamente em membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham
Biosciences). A membrana foi bloqueada com PBS-T 1X contendo 5% de leite em po
desnatado, sob agitacdo constante durante 1 hora. Posteriormente, a membrana foi
lavada com PBS-T 1X e colocada em uma solugdo 1:10.000 de anticorpo primério anti-
histidina, por uma hora a temperatura ambiente sob agitagdo. A membrana foi lavada

trés vezes sob agitacdo a temperatura ambiente por 3 minutos. A seguir foi adicionado
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anticorpo anti-camundongo conjugado a peroxidase (Dako Co. California, USA) na
concentragdo de 1:1000 por uma hora a temperatura ambiente e sob agitacdo. O Dot
Blotting foi revelado com a solugdo DAB (0,6 mg diaminobenzidine, 0,03% de sulfato
de niquel, 50 mM de Tris-HCI pH 8,0). No Dot blotting com anticorpo monoclonal
(MAD) anti-histidina utilizou-se como controle positivo uma proteina expressa em

nosso lahoratério contendo cauda de histidina.

Western blotting

As amostras de nucleoproteina foram separadas em gel de poliacrilamida 10% e
transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences). A
membrana foi bloqueada com PBS 1X contendo 5% de leite em p6 desnatado, sob
agitagdo constante durante 1 hora. Posteriormente, a membrana foi colocada em uma
solucdo com anticorpo primério anti-histidina (1:10.000). A membrana foi lavada trés
vezes sob agitacdo a temperatura ambiente por 3 minutos. A seguir foi adicionado
anticorpo anti-camundongo conjugado a peroxidase (Dako Co., California, USA) na
concentracdo de 1:1000 por uma hora a temperatura ambiente e sob agitacdo. O Western
blotting foi revelado com DAB (0,6 mg diaminobenzidine, 0,03% de sulfato de niquel,
50 mM de Tris-HCI pH 8,0) para verificar a presenca da proteina.

Caracterizacdo imuogénica da nucleoproteina recombinante (NpR)

Para caracterizar a imunogenicidade da NpR a proteina foi inoculada em
camundongos fémeas Mus musculus linhagem BALB/c/UFPel, com 4-6 semanas de
idade. Foram inoculados quatro animais com a proteina N recombinante (25ug)
adicionada de hidroxido de aluminio como adjuvante (10% do volume). Foram

realizadas trés inoculagdes por via subcuténea, com intervalos de quatorze dias. O grupo
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controle recebeu somente hidroxido de aluminio. O sangue dos animais imunizados foi
coletado por puncdo do plexo venoso retro-ocular nos dias antecedentes as inoculagfes

das proteinas recombinantes e o soro processado e congelado para analises posteriores.

RESULTADOS e DISCUSSAO

Amplificagdo do gene por PCR e clonagem em pPICZaB

O gene da nucleoproteina do virus da raiva foi amplificado pela técnica de PCR
a pUC18N, construido da amplificacdo da cepa Pasteur (4). Fragmentos proximos a
1400 pb foram obtidos na reacdo de PCR. A clonagem da nucleoproteina em E. coli
usando o vetor pPICZaB resultou em diversas coldnias resistentes a zeocina. Vinte
colénias foram analisadas por screening rapido (8) resultando em 6 clones
recombinantes. Um dos clones foi propagado em LB liquido contendo 25 my.mL™ de
zeocina e cultivados em agitador orbital a 37°C durante a noite. Ap6s propagacdo dos
clones, os plasmideos recombinantes (pPICZaB/Np) foram extraidos com GFX™
Micro Plasmid Prep Kit (GE Healthcare) e purificados. P. pastoris cepa KM71H foi
transformada com pPICZoB/Np e as coldnias recombinantes selecionadas para

expressdo em baldo de vidro.

Expressdo, purificacdo e quantificacdo da nucleoproteina

A presenca da nucleoproteina, no sobrenadante, foi confirmada por Dot blotting

(Figura 1) e Western blotting (Figura 2). P. pastoris recombinante, expressando a
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nucleoproteina, foi cultivada em baldes de vidro para confirmar a expressdo. A sintese
da nucleoproteina ndo foi tdxica para a as células leveduriformes e péde ser detectada
por Dot blotting (Figura 1) a partir das primeiras 48 h de indugdo com metanol. A
glicoproteina do Herpesvirus bovino-5 foi expressa pela P. pastoris nas mesmas
condicbes de cultivo sendo detectados, a partir das primeiras 48 h de indugdo com
expressao maxima obtida cinco dias ap6s o inicio da inducdo com metanol (5).

A estratégia escolhida para purificagdo da nucleoproteina recombinante foi a
precipitacdo com sulfato de aménio. Obteve-se melhor resultado quando a proteina foi
precipitada com sulfato de amonio a 80% de saturacdo.

O rendimento maximo obtido durante a expressao da nucleoproteina do virus da
raiva foi de 85 mg/L. Esse valor encontra-se proximo ao rendimento da glicoproteina
sintética do virus da raiva (100 mg/L) produzido em nosso laboratério (dados ndo
publicados), mas encontra-se fora da faixa de concentracdo de outras proteina

produzidas, também, em nosso laboratorio (190-389 mg/L) (5, 12).

O Western blotting mostrou uma nucleoproteina recombinante com
caracteristicas semelhantes ao seu homdlogo viral. A analise da proteina revelou uma
Unica banda com tamanho entre 55 — 60 kDa (Figura 2) que foi reconhecida por
anticorpos monoclonais anti-histidina. O peso molecular da nucleoproteina
recombinante expressa pela levedura P. pastoris foi consistente com o peso molecular

reportado pela expresséo em S. cerevisiae (10), em E. coli (7) e em tomates (1).

CONCLUSAO
Podemos concluir que a levedura P. pastoris pode ser utilizada para a clonagem

e expressdo da nucleoproteina do virus da raiva.
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TABELA

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados nas amplificagdes de PCR, Nested PCR e

das enzimas de restri¢do utilizadas na clonagem.

Iniciadores Sequéncia de Nucleotideos Enzima
NFor 5’- GGGGTACCTGGATGCCGACAAGATT -3’ Kpnl
Xbal

NRev 5’- GCTCTAGAGAGTCACTCGAATATGTC -3’
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FIGURAS
SRS

Figura 1: Dot Blotting para andlise da expressdo da nucleoproteina. Amostras do
sobrenadante coletados a cada 24 h de indugdo com metanol até o 7° dia de indugéo. A
nucleoproteina foi reconhecida por Mab anti-histidina. Controle positivo (C+): proteina
de 30kDa (Laboratério de Bacteriologia/Cenbiot). Controle negativo (C-): KM71H nédo

recombinante.

M1 2

120 kDa |
94 kDa |

47 kDa =

37 kDa ”

28 kDa ﬂ

Figura 2: Western blotting. Analise da nucleoproteina recombinante reconhecida por
Mab anti-histidina. Linha M: BioPione Low Range Pre-Stained Protein Marker. Linha
1: nucleoproteina recombinante purificada. Linha 2: Controle negativo (C-): KM71H

nao recombinante.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A glicoproteina do virus da raiva € um potente antigeno inserido no
envelope viral, responsavel pela inducdo da resposta imune contra uma
infecgdo. O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante iniciou uma
nova perspectiva no controle da Raiva, ja que vacinas recombinantes ndo tém
patogenicidade residual e sdo produzidas com proteinas antigénicas do virus,
sem sua presenca. A glicoproteina € um antigeno que pode ser produzido para
compor vacinas e para o desenvolvimento de testes imunologicos. Em nosso
estudo, a P. pastoris foi efetiva na clonagem e expressao da glicoproteina do
virus da raiva. No entanto, os anticorpos produzidos a partir da imunizacao de
camundongos com a proteina recombinante ndo foram capazes de neutralizar
0 virus da raiva. Novos estudos sobre a conformacdo, antigenicidade e
imunogenicidade da proteina expressa pela P. pastoris devem ser realizados
para que possamos alcancar o objetivo principal que é a producdo de uma
vacina segura e eficaz sem o0s riscos que, muitas vezes, ha no
desenvolvimento de uma vacina que utiliza agentes infecciosos letais como é o
caso do virus da raiva, aumentando a biosseguranca. A clonagem e expressao
da nucleoproteina do virus da raiva foram realizadas com o objetivo de se obter
uma proteina semelhante a proteina nativa para ser utilizada como ferramenta
de triagem para testes sorolégicos. Para isto novos testes serdo necessarios
para confirmar esta possibilidade. Apesar de ser uma proteina interna, sabe-se

a importancia dela no reconhecimento de cepas.
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8 CONCLUSOES GERAIS

- a levedura P. pastoris € capaz de expressar a nucleoproteina do virus da

raiva

- a levedura P. pastoris é capaz de expressar a glicoproteina do virus da raiva;

- a glicoproteina expressa pela P. pastoris induziu uma resposta imune em

camundongos;

- a glicoproteina expressa pela P. pastoris reage com soros anti-rabicos.
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