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RESUMO

A proteina G do virus rabico contém 505 aminoé&cidos sua forma nativa,
sendo exposta na superficie da particula virala Esbteina € importante para a
infectividade viral e imunidade protetora, sendcamtigeno que induz anticorpos
neutralizantes contra o virus. Diversos epitoposalies, identificados por anticorpos
monoclonais, foram identificados na regido centtal proteina. Nesse estudo, uma
regido compreendendo esses epitopos (residuos817%2pa ERA), denominada
rGERA179-281, foi clonada e expressaleéstherichia colicepa Rosetta, ligada a uma
cauda de histidina na regido N-terminal. A expresséultou na formacéo de agregados
insolUveis da proteina em corpos de inclusao. @msale inclusdo foram solubilizados
com cloreto de guanidina 6M e a proteina foi peaidia por cromatrografia de afinidade
por ions metalicos imobilizados, em condicbes desaates, sendo sua identidade
confirmada por espectrometria de massa. A protgundficada (13,8 kDa) foi
reconhecida por anticorpos presentes na prepacagaercial de imunoglobulina anti-
rabica humana (HRIG), por meio demunoblotting Além disso, por um método de
inibicdo de neutralizagdo, a rGERA179-281 levou maureducdo mensuravel na
atividade neutralizante da HRIG. Para analisar ainogenicidade da proteina,
camundongos foram imunizados com a rGERA179-28 ke@bu-se, pela técnica de
imunofluorescéncia indireta, que amostras de sesied animais foram capazes de
reconhecer o virus rabico na forma nativa em cglmfectadas, embora ndo tenha sido
observada uma inducéo de titulos neutralizantesaade 0,5 Ul/ml. Esses resultados,
juntamente com o bom rendimento obtido, geram petsfas de estudos posteriores
mais detalhados das propriedades imunolégicas deRAG79-281, além da sua
possivel aplicacdo no desenvolvimento de novosdoétde diagnéstico.

Palavras-chave: Virus rabico, proteina G, expressapurificacdo de proteinas,
imunogenicidade, epitopos lineares.



ABSTRACT

The G protein, which coats the outer surface ofrti®es virus, contains 505
amino acids in its native form and it is importémt virus infectivity and induction of
the protective immunity. In this study, the regioomprising linear epitopes (residues
179 to 281, ERA strain), named rGERA179-281, wasnetl in frame with a
hexahistidine tag coding sequence at its N-termieal and overexpressed in
Escherichia coliRosetta strainThe expression yielded insoluble protein aggregate
the form of inclusion bodies. The inclusion bodmeere solubilized with 6M guanidine
HCI and the protein was purified by immobilized alaffinity chromatography under
denaturing conditions. Mass spectrometry data ooefi the identity of the protein.
The purified protein (13.8 kDa) showed significa@activity with antibodies present in
a therapeutic human rabies immune globulin (HRIG), as demongiratey
immunoblotting analysis. In addition, by am vitro inhibition neutralization assay,
rGERA179-281 led to a measurable reduction in thigyof HRIG to neutralize rabies
virus. For analyzing the immunogenic property af rotein, mice were immunized
with rGERA179-281. The antibodies elicited in theuse serum samples recognized
the native form of rabies virus in the virus-infsdtcells by immunofluorescence assay.
However, significant titers of virus neutralizingtdodies were not detected. These
results, along withthe good yield obtained, encourage further studiesthe more
detailed immunological properties of rGERA179-28id &he production of anti-G
monoclonal antibodies, which together, might befuls®r the development of new
diagnostic methods.

Key-words: Rabies virus, G protein, protein expi@ssnd purification, immunological
properties, linear epitopes.
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1 INTRODUCAO

A raiva € considerada uma antropozoonose de ei@oloal, tendo como agente
etiolégico o virus rabico, pertencente a Familiaalitloviridae, génerd.yssavirus
(RAVKOV et al.,, 1995). A doenca acomete os mamf#greendo transmitida pela
inoculacdo do virus contido na saliva de animafsctados, principalmente através de
mordeduras, ocasionando uma encefalite fatal, narimalos casos (WUNNER, 2002). E
uma das doencas mais conhecidas pela humanidad descrita desde a Antiguidade
(WILKINSON, 2002).

A palavra raiva deriva do latimabies que significa “faria”, “delirio” e do sanscrito
rhabas que significa “loucura”, “deméncia” (STEELE; FERNDEZ, 1991), condizendo
o fato de esta ser uma das mais temidas entre eg;a® humanas, devido aos seus
sintomas neurolégicos.

Esta doenca € um problema de saude publica emsrpaises, sendo que a maioria
das 55.000 mortes relatadas anualmente, ocorresiaaefna Africa. As criangas somam a
maior parte das vitimas, sendo que 30% a 50% dws c#o observados em menores de 15
anos de idade (WHO, 2006). A cada ano, mais denilades de pessoas, a grande maioria

sem vacinacao, experimenta ansiedade e medo, apdmsicdo a um animal suspeito da

doenca (FU, 1997; MESLIN; STOHR, 1997; WARREL; WARR 2004).
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1.1 O VIRUS RABICO

1.1.1 Classificacao

A Familia Rhabdoviridae, que agrupa virus que tafacvertebrados, invertebrados
e algumas espécies de plantas, possui cinco généessculovirus, Ephemerovirus,
Cytorhabdovirus, Nucleorhabdovirus e Lyssavi(MBJRPHY et al., 1995). Os virus desta
familia s@o constituidos basicamente de RNA (2-3%®teinas (67-74%), lipideos (20-
26%) e carboidratos (3%) (WUNNER, 1991). ApenasgéserosVesiculovirus cujo
representante é o virus da estomatite vesicular,Lgssavirus representado pelo virus
rabico, podem infectar hospedeiros mamiferos, eptasdo morfologia, estrutura quimica

e ciclo de vida similar (WUNNER, 2002).

O géneroLyssavirusé dividido atualmente em sete gendétipos, compesada o
virus rabico (RABV, gendtipo 1, sorotipo 1), primmeia ser identificado como agente
etiologico da raiva, e os chamadbgssavirusrelacionados a raiva, que refletem a
diversidade genética existente nesse génerdy®savirusrelacionados a raiva incluem o
virusLagos Bat(LBV, genotipo 2, sorotipo 2), virus Mokola (MOKYenétipo 3, sorotipo
3), virus Duvenhage (DUVV, gendtipo 4, sorotipo Elyropean bat lyssaviruspo 1
(EBLV-1, gendtipo 5)European bat lyssaviruspo 2 (EBLV-2, gendtipo 6) dustralian

bat lyssavirugABLV, gendtipo 7) (Tabela 1).
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TABELA 1 - Classificagdo do génekgssavirus Familia Rhabdoviridae
FONTE - SMITH, 2002; WARREL; WARREL, 2004. Adaptado

GENOTIPO| VIRUS FONTE DISTRIBUICAO
1 RABV Cachorro, gato, raposa, Mundial
morcego, e outros
5 LBV Morcegos, gatos; ainda njo Africa (raro)
detectado em seres humarnos
3 MOKV Morcegos insetivoros Africa
4 DUVV Morcegos insetivoros Africa (raro)
Dinamarca, Holanda, Alemanha,
5 EBLV-1 Morcegos insetivoros | Polénia, Hungria, Russia, Franca,
Espanha
6 EBLV-2 Morcegos insetivoros Holanda, flr_ﬂandlg, Suecia,
Ucrania, Suica
7 ABLV Morcegosrlnsetlvoros e Australia
frutiferos

O género pode ser divido ainda em dois gruposyrfileo | e II. O filogrupo Il é
formado pelo virus Mokola é€agos Bat sendo menos patogénicos. Todos 0s outros
gendtipos pertencem ao filogrupo |, podendo caeseefalite semelhante a raiva em seres
humanos. Outros trés virus estdo inclusos no géryssavirusmas eles possuem relacées
distantes com as outras espécies do género e m@o e@svolvidos com a raiva em

mamiferos (WUNNER, 2002).

A grande maioria dos virus pertencentes ao gébgseavirusapresentam muitas

caracteristicas biolégicas e fisico-quimicas em wupnutilizando mecanismos similares
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para entrada nas células susceptiveis do hospedsimessar e replicar seu RNA
gendmico e liberar particulas virais maturas da brama plasmética das células infectadas

(WUNNER, 2002).
1.1.2 Morfologia e estrutura viral

O virus da raiva possui a morfologia de um proj@tigura 1), apresentando uma
extremidade plana e a outra arredondada, sendeegudiametro médio é de 75 nm e seu

comprimento varia entre 100 a 300 nm (DAVIES et1#63; TORDO, 1996).

(A) (B)

| Microscop
eletrbnica do §
virion 3

FIGURA 1 — Morfologia do virus rabico observada pacroscopia eletrénica. (A) Virion
observado por microscopia eletrénica mostrandonsardologia em forma de projétil. (B)
Micrografia eletrénica do virus infectando uma @le mamifero.

FONTE — Adaptado de FLI (2006) e Science Photodrijor
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s

A estrutura viral é formada pela combinacdo de cimpeoteinas estruturais

(Figura 2):nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteinarderiz (M), glicoproteina (G)

e a RNA polimerase RNA-dependente (L) (GUPTA et2005). Estas cinco proteinas se

agrupam constituindo dois elementos estruturaigjprais: a ribonucleoproteina (RNP) e o

envelope viral envolvendo a RNP (WUNNER, 2002).

Envelope Proteina Matriz

Glicoproteina Corte transversal
Viral £

RNA
Fosfoproteina

Lt ; ) Proteina L
Ribonucleoproteina Nucleoproteina

FIGURA 2 — Esquema representando a estrutura de xbico.
FONTE — Adaptado de CDC, 2003.

1.1.3 Organizagao gendmica e replicacédo do virushi@o

O genoma do virus rabico é ndo-segmentado, coidstipor RNA fita simples de

polaridade negativa, ndo podendo ser diretameatieizido em proteinas pela maquinaria

enzimatica celular da célula do hospedeiro. Demsad, o primeiro evento da infeccao, € a

transcricdo do RNA gendmico para producdo de midécude RNAs mensageiros

monocistrénicos complementares (senso positivop patada gene viral presente no

genoma, capazes de produzir novas particulas {ir@RDO, 1996).
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A organizacgao e caracteristicas gerais do RNAm&wdo virus rabico é similar a
outros virus de RNA fita negativa integrantes déenrMononegaviralesem particular, a
outros rabdovirus, sendo constituido de 11.932ewptideos (TORDO et al.,, 1992). A
porcdo 3’ inicial (primeiros 58 nucleotideos) passmna sequéncia lider (Le) néao-
codificante, extragénica. Imediatamente apos esqééscia Le, estdo localizados os 5
genes estruturais: N, P, M, G e L (Figura 3). Osegeestdo separados por sequéncias
relativamente curtas (dinucleotideos ou pentantides) que representam as regifes nao-
codificantes intergénicas do genoma (NC). A regi&tergénica remanescente entre 0s
genes G e LY) é constituida por 423 nucleotideos, representantdgene em potencial,
mas ndo possui uma ORBpen reading framepara uma proteina detectavel no virus

rabico, sendo considerada um pseudogene (TORDIQI&SSH).

N P M G L
Le b 2 :
3 - - 5
1424 N¢ 991 NC  gp5 NC 1675 6475

FIGURA 3 — Representacdo esquematica do genomautnrabico, com seus cinco genes
estruturais (N, P, M, G e L). Le: sequéncia lide€, ¥: regides ndo-codificantes.
FONTE - Adaptado de CDC, 2003.

A seqguéncia de eventos da replicacdo do virus agmicle ser dividida em trés
fases. A primeira inclui a adsor¢éo viral aos rémegs da célula susceptivel do hospedeiro,
fusdo do virus a membrana plasmatica e membrar@ssnaal, seguido da liberacdo da

RNP no citoplasma. A segunda fase inclui a trag&are a replicagdo do genoma viral. Na
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terceira fase, ocorre a montagem dos nucleocapsildormacédo de novas particulas do
virus, sendo que as células permanecem metabolitamempetentes.

As proteinas N, P, M, G e L sao traduzidas a paoirseus respectivos RNAmM em
ribossomos no citoplasma celular e a proteina Gduzida a partir do RNAM-G em
ribossomos aderidos ao reticulo endoplasmaticosaugtomplexos moleculares de N e P
podem produzir corpos de inclusdo citoplasmaticharfados de corpusculos de Negri “in
vivo”), importantes marcadores de diagnéstico ddecgio viral (MIYOMOTO;
MATSUMOTO, 1965). Todas as fases da replicacéol yoalem ser esquematicamente

visualizadas na Figura 4 (WUNNER, 2002).



23

‘Receptores da célula
f.huisljedﬂir&

Virions cwmpiéfas

FIGURA 4 - Representacdo esquematica do ciclomgleagao do virus rabico em uma

célula hospedeira.
FONTE - Modificado de RUPPRECHT, HALON; HEMACHUDH®002).



24

1.2 RIBONUCLEOPROTEINA

A RNP ou nucleocapsideo apresenta-se sob a formandeomplexo helicoidal
constituido de RNA fita simples associado a nuai@@ina (N), a uma fosfoproteina (P) e
a RNA polimerase-RNA dependente (L) envolvidas haidade RNA-polimerase do
virion (WUNNER, 2002). De estrutura labil, a RNmeéarizada pode atingir um

comprimento de 0,2 a 0,65 nm (SOKOL et al., 1969).

- Nucleoproteina N

A nucleoproteina N é fosforilada, composta de 4B@inaacidos, com peso
molecular de aproximadamente 57 kDa, sendo comgldes mais conservado de todos os
componentes virais, considerando-se a seqUénciandaoacidos, entre os diversos
gendtipos (WUNNER, 2002). E o maior componente @losve a maior proteina do
nucleocapsideo. Sua principal fungcdo € estrutatén de ser muito importante para as
etapas de transcricdo e replicagdo (TORDO, 1996).

Esta proteina participa do processo de encapsiddgdBNA gendmico viral e
protecdo do RNA frente a atividade de ribonucledS€&KOL et al.,, 1969; WUNNER,
1991). O sitio de ligagdo ao RNA parece estar ipaab no dominio N-terminal (primeiros
376 aminoéacidos), possivelmente entre os resid®@8s € 352 da seqiéncia protéica
(KOUZNETZOFF et al., 1998). Depois de se ligar adARviral, a proteina N sofre
alterac6es conformacionais, adquirindo varios ppgoe é fosforilada em um residuo de

serina na posicao 389 (KAWAI et al., 1999).
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A proteina N € a segunda proteina do virus rabias mxtensivamente analisada
com relacdo a sua funcéo e estrutura antigénioate@sse imunolégico relacionado a essa
proteina iniciou-se a partir da observacao queabenuapsideo induz imunidade protetora
contra um desafio periférico com virus rabico, enmais (DIETZSCHOLD et al., 1987,
TOLLIS et al., 1991). Duas caracteristicas disiragsociadas a nucleoproteina N estédo
relacionadas com a imunoprotecédo conferida pelo:RBPacidade de protecdo contra um
desafio viral periférico em animais, na ausénciaadiécorpos neutralizantes detectaveis
(TOLLIS et al., 1991); e aumento na producdo deargos neutralizantes para o virus na
imunizagdo subsequente de animais com vacinasaitas inativadas (DIETZSCHOLD

et al.,, 1987; TOLLIS et al., 1991).

- Fosfoproteina (P, M1 ou NS)

A fosfoproteina (P) é constituida de 297 amino&igeso molecular de 38-41
kDa, sendo relativamente bem conservada entrefaemties amostras de virus rabico,
apresentando uma similaridade média de 95% (KAWMARIMOTO, 1994). E uma
proteina interna, ndo estrutural (também denominBbi@a — nonstructural proteih
fosforilada em varios residuos de serina e treqmémalo importante papel de regulacdo na
replicacao viral (WUNNER, 2002). A fosforilacdo egeande quantidade de residuos de
aminoacidos como aspartato e glutamato promovecanga negativa a proteina.

E uma proteina multifuncional que ao interagir carproteina N, atua como peca
chave do complexo da RNA polimerase associadaranytomo proteina regulatéria da

replicacdo do genoma viral. Entre as suas variagis, a P age como uma chaperona da
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proteina N soluvel recém-traduzida, prevenindoagyragacao e ligacdes inespecificas ao

RNA celular ( WUNNER, 2002).

- RNA polimerase-RNA dependente (L)

A proteina L é a maior proteina do virus rabicosspindo 2.142 aminoacidos,
sendo que seu gene ocupa mais da metade (54%hdmaelo virus rabico. E responséavel
pelas atividades enzimaticas necessarias a tredsa@ireplicacdo viral, sendo considerada
0 componente catalitico do complexo da polimerasal {TORDO, 1996; WUNNER,
2002). Tem um papel muito importante no inicio mf@aécao viral, iniciando a transcri¢cao
primaria do RNA gendmico viral, liberado no citoptea da célula infectada (WUNNER,

2002).
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1.3 ENVELOPE VIRAL

O envelope viral é composto por uma bicamada Bpidi qual estdo associadas
duas outras proteinas: a proteina M e a glicoprateil proteina G. O numero de moléculas
de G e M por virion é estimado em torno de 1205148 respectivamente, segundo
Flamand et al. (1993).

Os lipideos constituem 50% da bicamada lipoprotécamando o envelope viral,
que envolve a RNP. Esses lipideos sao provenielatesembrana celular do hospedeiro,
incluindo: fosfolipideos (aproximadamente 42%), npipalmente esfingomielina,
fosfatidiletanolamina e fostaditilcolina; lipideaseutros (em torno de 58%), como
triglicerideos e colesterol; e glicolipideos, emnorequantidade (SCHLESINGER et al.,

1973; BLOUGH et al., 1977).

- Proteina de Matriz (M)

A proteina M possui 202 aminoacidos e peso molecdéa 23 KDa, estando
relacionada com a ligacéo entre o envelope e o lexmiRNP, mantendo a morfogénese
viral. Além disso, é considerada uma proteina fiowmtional, interagindo com outras
proteinas virais e proteinas da membrana celuEndc importante na regulacdo da
transcricdo viral (ITO et al., 1996).

A regido central da proteina possui um dominiodiéhico (residuos 89-107) que

pode interagir com lipideos de membrana (CAPONEQSH, 1984).
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1. 3.1 Proteina G

A proteina G é uma proteina transmembrana tipmngsistindo de um dominio
citoplasmético, um dominio transmembrana e um eawdgio exposto na forma de
trimeros, formando aproximadamente 400 espiculasgulistanciam 8,3 nm da superficie
viral (GAUDIN et al.,1999; CDC, 2003). Unica prataiexposta na superficie da particula
viral, sendo mediadora da ligacao aos receptotakoes e entrada na célula do hospedeiro
e, por isso, € 0 Unico antigeno que induz imunidadéetora (anticorpos neutralizantes)
contra o virus rabico (COX et al., 1977; COLL, 1p95 a mais estudada de todas as
proteinas do virus rabico, tanto a nivel estruttwato imunolégico.

Esta proteina é expressa como um polipeptideo deaBnoacidos (65 KDa). Os
primeiros 19 residuos de aminoacidos formam umigeptsinal, que é clivado quando a
proteina € processada no reticulo endoplasmatialdéa do hospedeiro (COLL, 1995).
As regides remanescentes da proteina podem savislides em: um ectodominio exposto
na superficie com 439 aminoacidos, contendo l4ine$ formando pontes dissulfeto
(GAUDIN, 1997); o dominio transmembrana com 22 aéaidos (residuos 439-461)
(GAUDIN et al., 1992); e o endodominio com 44 araiidos, localizado na porcdo C-
terminal interagindo com a proteina M, N e NS dadoni (DELAGNEAU et al., 1981;
JOHNSON et al., 2002).

O ectodominio esta envolvido na inducdo de antarpeutralizantes para o virus
rabico promovida por meio da vacinagao pré e ppesigdo (PERRIN et al., 1985). Os
anticorpos neutralizantes para o virus induzidosegta proteina de alta imunogenicidade

podem proteger contra a infeccdo pelo virus ralicdamente com a inducéo de linfécitos
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T citotéxicos e linfocitos T auxiliares (MACFARLAB al., 1986; CELIS et al., 1988).

A proteina G é um dos mais importantes determisani®s propriedades de
neurotropismo e neuroviruléncia, sendo a arginiaa posicdo 333 essencial para a
viruléncia viral (DIETZSCHOLD et al., 1983; PREHAUB al., 1988; FABER et al.,
2005). Mutacdes pontuais em cepas que apresentatamgha, isoleucina, glicina,
metionina ou serina substituindo a arginina nagéwsB33, resulta em um fenotipo que é
menos patogénico ou virulento em comparacdo a sgbsmgem, quando realizada
inoculacao intracerebral em camundongos adultosacampetentes (DIETZSCHOLD et
al., 1983; TUFFEREAU et al., 1989).

Takayama-Ito et al. (2006) realizaram uma mutag@dyal na cepa atenuada do
virus rabico HEP-Flury, substituindo o aminoacidistamina na posi¢cdo 333 por arginina.
Neste estudo, observou-se um aumento na patogasécidral, verificada por inoculagéo
viral intracerebral, assim como uma capacidade sp@llkeamento do virus para outras
células do SNC, caracteristica ndo observada reasspagem.

A proteina G € uma proteina de fusdo que mediaradendo virus nas células do
hospedeiro. Apos a ligacdo aos receptores celulareisus € internalizado, e as espiculas
formadas pela proteina fundem-se, em um processdepkindente com as membranas
endossomais, adentrando dessa forma o endossommoo @ecorrer do processamento, a
proteina pode assumir no minimo trés estados aoafionais diferentes: o estado nativo
(N), detectado na superficie viral em um pH em dode 7, que € provavelmente
responsavel pela ligacdo ao receptor; o estadofbliico ativado (A), que interage com a
membrana alvo no primeiro passo do processo de;fesa conformacéao fusdo-inativa (1),

havendo um complexo equilibrio pH-dependente erdgsses estados. O estado
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conformacional | € 3 nm maior do que o estado comdcional N, do qual € também
antigenicamente distinto (GAUDIN et al., 1999).

Durante a sintese protéica, a proteina G recémzida assume uma conformacao
semelhante ao estado de conformacdo inativa, etmjuartransportada por meio do
complexo de Golgi até a superficie celular, ondpuad sua conformacéo e estrutura nativa
(GAUDIN et al., 1995).

Essa proteina tem dois a quatro sitios potencissghcosilacdo (Figura 5), dos
quais somente um ou dois séo glicosilados, depeodéa cepa viral, sendo importantes
para a correta conformacdo da proteina (WUNN&Ral., 1985). Os grupamentos
glicosidicos sdo majoritariamente compostos por dxse, L-fucose, D-galactose, N-
acetil-glicosamina e de acido sialico (DIETZSCHOLD977). Os oligossacarideos
representam 10-12% da massa total da proteina @a3¥assa total do virion (WUNNER,
1991).

Os oligossacarideos sao ligados a residuos deaagspa (N-glicosilacdo) na
sequéncia asparagina-X-serina ou treonina, onded¢ ger qualquer aminoacido, exceto
prolina (TORDO, 1996; WOJCZYK et al, 2005).

O sitio de glicosilagdo na posicdo 319 € provavets® de maior importancia,
estando presente em todas as cepas do gégssavirusseqienciadas, sendo essencial
para a correta e completa formacdo da estrutwtangnsional da proteina G nascente, e
subseqiiente transporte para a superficie celudbhKSN-ESHLEMAN et al., 1992). E a
Gnica regido que apresenta homologia com a protgida virus da estomatite vesicular
(ROSE et al., 1982). Os outros sitios de glicQaitavariam entre as diferentes cepas virais

do virus rabico, conforme mostrado na Figura 5.
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FIGURA 5 — Estrutura e principais regides antigésida proteina G do virus rabico em
diferentes cepas virais. (PV, ERA, HEP, CVS, KetéeWokola) Cepas virais; (I) Sitio
antigénico I; (II) Sitio antigénico II; (1ll) Siti@antigénico III; (V1) Sitio antigénico VI; (a)
Sitio antigénico a.

FONTE — Adaptado de TORDO, 1996.
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Os residuos de carboidratos da N-glicosilagdo s&esiptetizados na célula e
transferidos como uma unidade precursora {®0wGIcNAc,) para o residuo de
asparagina, na sequéncia asparagina-X-serina ouirtee da molécula de proteina G
nascente. Tipicamente, a transferéncia ocorre quamdproteina € sintetizada nos
ribossomos e durante a translocacdo para a memlanaeticulo endoplasmético
citoplasmético. Depois que a unidade precursoraréferida, a mesma € processada no
ltmen do reticulo endoplasmatico rugoso e vesialbasomplexo de Golgi, formando a
ligacdo monoglicosidica do oligossacarideo (N-Eggga molécula matura da proteina G
(KORNFELD; KORNFELD, 1985; KAPLAN et al., 1987).

A proteina G também é modificada pela adicdo ddodpalmitico (palmitoilagédo)
no aminoacido cisteina na posicdo 461, localizadoregido C-terminal do residuo
transmembrana. Embora a importancia funcional daifmlacdo ndo seja inteiramente
compreendida, presume-se que ela possibilite untoefie estabilizacdo das espiculas
triméricas ancoradas na membrana e possa fadlitateracdo entre a proteina G e a

proteina M, no processo de brotamento viral ampaatimembrana celular (GAUDIN et al.,

1991; WUNNER, 2002).

" Glc = glicose; Man = manose; GlcNac = N-acetitgiamina



33

1.3.1.1 Sitios antigénicos

Os anticorpos monoclonais tém sido instrumentos eticidacdo dos sitios
antigénicos da proteina G, que séo classificadosigos conformacionais e lineares (ndo-
conformacionais). No minimo oito sitios antigéniéosam localizados no ectodominio de
diferentes cepas virais, sendo denominados: | a‘d/le G1 (BENMANSOUR et al.,
1991).

Dois maiores sitios sdo dominantes, o sitio Il gt Ill. O sitio antigénico Il é
formado por duas sub-regifes: uma localizada ergreesiduos 34 e 42 e outra entre 0s
residuos 198 e 200, provavelmente ligadas por pdisgeilfeto, sendo, portanto, um sitio
conformacional descontinuo (PREHAUD et al., 198NBIANSOUR et al., 1991). O
sitio antigénico Il € formado pela regido entreresiduos 330 e 338 (SEIF et al., 1985).
Ha evidéncias de que estes sitios antigénicosstadwgalmente conservados entre todas as
rabdoviroses (WALKER; KONGSUWAN, 1999) e a imunodonémcia foi evidenciada
pela observacdo de que 97% de diferentes anticonpasclonais testados, reconheceram
estes sitios (BENMANSOUR et al., 1991).

Além desses sitios antigénicos principais, 0 mapet de epitopos de ligacdo a
anticorpos monoclonais neutralizantes tém ideatific sitios ndo-conformacionais e
residuos de amino&cidos importantes antigenicamemésentes na regido central do
ectodominio (BUNSCHOTEN et al., 1989; DIETZSCHOLDaé&, 1990; HEIJDEN et al.,
1993; LAFAY et al., 1996; LUO et al, 1997).

Métodos alternativos de mapeamento de sitios antig€ utilizaram fragmentos

resultantes de clivagem por brometo cianogénicoBiCNla glicoproteina purificada
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(DIETZSCHOLD et al., 1982) e pequenos fragmentqdigecos da proteina expressos em
levedura (LAFAY et al.,, 1996). Segundo Dietzschetdal. (1982), as principais regioes
reconhecidas por soro de coelhos imunizados, feftias internos, entre os residuos 103 e
330. O estudo posterior de Lafay et al. (1996), qtiezou anticorpos monoclonais,
identificou uma pequena regido entre os residud®226 como imunodominante.

Nos ultimos anos tém-se identificado varios epitofineares para anticorpos
monoclonais neutralizantes, como os encontradoposigdes adjacentes a 251 (LAFAY
et al., 1996), 263 (NI et al., 1995) e 264 (DIETZ8Q.D et al., 1990). Dietzschold et al.
(1990) mapearam um epitopo linear, entre os residbd a 275, sendo que a sintese de um
peptideo sintético da regido adjacente a 264 indwzi formacdo de anticorpos
neutralizantes em camundongos. Um epitopo lineaneado G5, foi definido como um
octapeptideo (LHDFRSDE) entre os residuos 260 e (RB6ZTZSCHOLD et al., 1990;
HEIJDEN et al., 1993).

Recentemente, um novo epitopo linear neutralizaetenhecido por anticorpos
monoclonais humanos, entre os residuos 218 e @#idlehtificado, e a regido minima de
ligacdo foi determinada como sendo os aminoacidb€GVL (residuos 226 a 231)
(MARISSEN et al., 2005).

Para investigar a resposta imune em cachorros dicogse coelhos apds a
vacinacao, quatro fragmentos truncados da prot&in@epa PV) foram expressos em
Escherichia colicompreendendo os seguintes residuos: residud81123-227, 222-332
e 327-443 A resposta imunoldgica dominante dos anticorpdsi@sao-conformacionais,
analisada pormmunoblotting foi direcionada principalmente a uma regido dan@e os

residuos 222 a 332 (JOHNSON et al., 2002).
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Um fragmento da proteina G do virus rabico cepa -C¥Sresiduos 201 e 300)
expressa erk. colifoi capaz de induzir a producéo de anticorpos akméintes em ovos de
galinha, que se ligaram a células infectadas comiros rabico. Estes anticorpos
apresentaram ainda uma atividade neutralizante @arfius, promovendo protecdo em
camundongos, quando administrados imediatamente @pufesafio viral (MOTOI et al.,

2005).
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1.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

As proteinas recombinantes sdo requeridas em vpesguisas biologicas para
investigacdo de atividades enzimatica, interacao kigantes, interacdes protéicas, entre
outras funcdes, além de muitas serem alvos farrtieeéucomo medicamentos e vacinas.

O mercado farmacéutico de proteinas recombinastéscentinuamente ganhando
importancia na medicina e esperam-se grandes avamgotratamento, prevencdo e
diagnéstico de um grande numero de doencas. Atunédmeaproximadamente 30
medicamentos recombinantes (ndo considerando @xuUs) ja estdo disponiveis no
mercado, correspondendo um faturamento anual em te 50 a 60 bilhdes de doélares.
Estima-se ainda que cerca de 300 novos compodijamessendo desenvolvidos ao redor
do mundo (SCHMIDT, 2004).

Diversos sistemas de expresséo, tanto procariotos eucariotos, séo utilizados na

industria farmacéutica para varias aplicacdes €meshumana.

1.4.1 Sistemas procarioticos

A extensa caracterizacdo genética e fisiologicéasataxas de crescimento,
facilidade de manipulacdo, processo de fermentagstabelecido, baixo custo, e a
capacidade de acumular grande quantidade de msthéterélogas (aproximadamente até
20% das proteinas totai®rnaram ascherichia colio microorganismo procariotico mais
utiizado para expressao de proteinas recombinarfaefretanto, devido a falta de

modificagBes pos-traducionais, uma secrecdo efecipara o0 meio de cultivo torna-se
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dificultada. Sendo assim, na indastria farmacéuticaaioria das proteinas produzidas em
E. colié purificada a partir de corpos de inclusdo (SCBMI2004).

Devido a estrutura de membrana, pequena quantidiaddaperonas e foldases e
elevada concentracdo de proteases no espaco patipba sistemas secretorios utilizando
E. colipossibilitam um baixo rendimento da proteina derésse, sendo vantajoso somente
para produtos de alto valor agregado. A empres@i@eci?, por exemplopatenteou um
sistema secretério para producdo de hormdnio decianento humano enk. coli
(GREGORY; HEYNEKER, 1988). As principais estratégpmra aumentar a eficiéncia de
secrecdo compreendem: emprego de sistemas ded&ecagacterizados, como 0 sistema
a-hemolisina (GENTSCHEYV et al, 2002); co-express@aloaperonas, foldases e geracao
de mutantes deficientes em proteases (LUND, 2001).

Uma outra espécie utilizada para expressdo deipeast heterdlogas é Racillus
subtilis Olmos-Soto e Contreras-Flores (2003) utilizaragsee microorganismo para
expressao de proinsulina, obtendo um rendimentd deg/ml, sendo 90% da proteina
secretada no meio de cultivo. Estreptomicetos tamb@&o considerados potencialmente
susceptiveis para o desenvolvimento de sistemasatecao eficientes, como por exemplo,
a espécistreptomyces lividan®IERCE et al., 2002).

Dentre os varios medicamentos recombinantes pidaizm sistemas de expressao
procariético, destacam-se: hirudina, insulina hummd&ormoénio de crescimento, interferon,

fator de necrose tumoral, entre outros (SCHMID Q40
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1.4.2 Sistemas eucariéticos

1.4.2.1 Leveduras

As leveduras sdo microorganismos muito utilizadaga pexpressédo de proteinas
heterdlogas, sendo um sistema vantajoso, consmeathaixo custo, rapido e adaptavel a
fermentacdo de alta densidade celular. Além diggssuem um complexo mecanismo de
modificagdo pos-traducional e podem secretar nfaietemente a proteina de interesse
no meio de cultivo. Varias espécies ja estdo elgtaeidas em procedimentos de producéo
industrial, como Saccharomyces cerevisja&luyveromyces lactjsPichia pastoris e
Hansenula polymorphaVarios medicamentos recombinantes, como por elengoro
albumina humana, interleucina-2, hirudina, fitaglycagon, eutropina (derivado do
horménio do crescimento), insulina, entre outrodp produzidos atualmente, com
excelente rendimento, em leveduras.

Embora S. cerevisiae seja 0 organismo eucaridtico melhor caracterizado
geneticamente e a espécie de levedura prevalentgaa®ssos de producdo farmacéutica,
P. pastoris empregada primeiramente por Phillips Petroleumg8pécie de levedura mais
frequentemente utilizada para expressédo de praetdiaterélogas em geral (SCHMIDT,
2004). Nos ultimos anos foi relatada a expressamale de 400 proteinas nesta levedura,
sendo considerada superior a qualquer outra espgédévedura conhecida, considerando a
eficiéncia de secrecdo (LIN CEREGHINO; CREGG, 2000y CEREGHINO et al.,

2002).
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1.4.2.2 Células de mamiferos e insetos

A utilizacdo de cultura de células de mamiferosapexpressdo de proteinas
heter6logas constitui o sistema mais similar aslaglhumanas, considerando-se o padréo e
capacidade de modificacdes pos-traducionais. Emtiet o cultivo dessas células é mais
complexo e de custo elevado, usualmente apresentamdrendimento mais baixo de
producéo, quando comparado a bactérias e leveduras.

Diversas proteinas terapéuticas utilizando célatamais ja estdo comercialmente
disponiveis no mercado farmacéutico, como fatoeesahgulacdo sanguinea (VII, VIl e
IX), eritropoetina, hormoénio foliculo estimulanteprménio luteinizante, gonadotropina,
fatores de crescimento, utilizando as células BH&by hamster kidngye CHO €hinese
hamster ovar), preferencialmente utilizadas na producéo farm@c® como sistemas
celulares de mamiferos (SCHMIDT, 2004).

Entre os sistemas celulares destacam-se as célelasseto transformadas com
baculovirus recombinantes. Este sistema apresenta como vastagefacilidade de
manipulacdo e alta producdo, quando comparadasistesnas celulares de mamiferos
(IKONOMOU et al, 2003). Células de inseto da espBrbsophila melanogasteambém
tém sido utilizadas, apresentando resultados psomds (IVEY-HOYLE, 1991;

YOKOMIZO et al., 2007).
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1.5 PROTEINA G DO VIRUS RABICO RECOMBINANTE E SUASPLICACOES

A tecnologia do DNA-recombinante pode oferecerrdiiées opcdes de obtencao da
proteina G recombinante do virus rabico, tais canegpressao de proteinas em células de
mamiferos, células de inseto, plantas, levedusutas bacterianas (YELVERTON et al.,
1983; PREHAUD et al., 1989; SAKAMOTO et al., 1998SHRAF et al., 2005;
YOKOMIZO et al., 2007).

Devido as suas propriedades imunoldgicas a oltetesdta proteina recombinante
possibilita diversas aplicacGes biotecnoldgicasoigmtes como: producdo de anticorpos
monoclonais anti-G, produgédo de imunoglobulina-eatiica, desenvolvimento de vacinas
de subunidades e kits de diagndstico.

A proteina G purificada a partir da expresséo éllas eucaridticas, em sua forma
glicosilada, tem-se demonstrado eficaz na indugdiopmbtecdo contra o virus rabico.
Yokomizo et al. (2007) utilizaram células Beosophila melanogasteBchneider 2 (S2)
para expressdo da glicoproteina. A imunizacdo deusedongos com a proteina obtida
levou a inducdo de anticorpos contra o virus raleicorotecdo contra a infeccdo viral
experimental.

Uma forma soltvel da proteina G (sem o dominioptatsmatico e transmembrana)
foi identificada no meio extracelular de célulafe@tadas com o virus rabico “in vitro”
(DIETZSCHOLD et al, 1983). Esta forma solluvel d&gproteina expressa em células
CHO apresentou propriedade antigénica (WOJCZYKI.et1895). Gupta et al. (2005)
transfectaram células MDBKMadin Darby bovine kidngycom um plasmideo codificante

para a forma solUvel da proteina. Os anticorposeptes no soro de coelhos imunizados
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com a proteina recombinante purificada reconhecarpmteina G nativa do virus rébico.

Nos ultimos anos, a utilizacdo de plantas transgéniem sido considerada uma
alternativa segura e eficaz para producédo de peseecombinantes. No caso da raiva, foi
verificada uma expressao estavel da proteina Geratés transgénicos, embora ndo tenha
sido reportada a capacidade de imunoprotecéo idaymla proteina (MCGARVEY et al.,
1995). A expressao em folhas de tabadmdtiana tabacumncorrespondeu a 0,38% das
proteinas totais solUveis presentes na folha dd@gka imunizagdo de camundongos pela
via intraperitoneal com a proteina purificada indumunidade protetora em camundongos
desafiados (via intracerebral) com o virus rab&ABHRAF et al., 2005).

A expressdo de proteina G eBaccharomyces cerevisja@anto utilizando um
promotor induzivel, como constitutivamente, foi lisda por Klepfer et al. (1993),
obtendo-se polipetideos de 65-68 kDa, que sao Inecados por soro anti-rdbico em
ensaios ddmmunoblotting Neste estudo também foi verificada a indugéo mdepao
contra o desafio viral, administrando-se o virdsia@ pela via intramuscular em porcos
imunizados com extrato das leveduras contendo teipeo recombinante. A proteina,
porém, ndo induziu a protecdo em camundongos ddsaficom o virus pela via
intracerebral, conforme observado por Klepfer e(1#193).

Além da utilizacéo da proteina G purificada a pali células eucaridticas, diversos
estudos utilizando vetores virais recombinantemyaadenovirus, expressando a proteina
para obtencdo de possiveis vacinas para imunizagawal, tém sido realizados, obtendo-
se a inducdo de anticorpos neutralizantes (FRIESI.et1996; YAROSH et al. 1996;
MORIMOTO et al., 2001; ASPDEN et al., 2002; RUPPRHGCzt al., 2005).

O desenvolvimento de métodos de diagndéstico atiip a proteina G do virus



42

rabico oferece a possibilidade da deteccdo deomptis neutralizantes no soro de animais
vacinados, necessaria para avaliacdo da imunopmt&upta et al. (2005), por exemplo,
relataram a potencial utilizacdo da proteina G megpante obtida a partir de células
MDBK como antigeno no método de ELISA para detedganticorpos anti-glicoproteina
no soro de caes vacinados.

A obtencdo de anticorpos monoclonais neutralizaraesi-G possibilita o
desenvolvimento de métodos de quantificacdo damgiiteina no processo de producao de
vacinas, como o ELISA, por exemplo, podendo seromamte para determinacdo da
poténcia e controle de qualidade vacinal (LAFONakt 1984; PERRIN et al., 1990;
NAGARAJAN et al., 2006). Atualmente essa determéteaé realizada pelo teste NIH, que
apresenta varios problemas de reprodutibilidadématla vasta utilizacdo de animais
(BARTH et al., 1988; WILBUR; ALBERT, 1996).

Embora a expressdo de proteinas em células baeter@ossa ser considerada a
mais conveniente e menos onerosa, sabe-se quesrdeaproteinas glicosiladas podem ser
expressas em bactérias, comiszherichia coli devido a falta de maquinaria celular de
modificacdo pés-traducional, incluindo a glicosfiacFoi observado, no entanto, que soros
de coelhos e cachorros vacinados com virus rébiativado, continham principalmente
anticorpos que se ligavam na porcao compreenditta es residuos 222 e 332 de um
fragmento truncado da proteina G, sintetizaddzewoli (JOHNSON et al., 2002).

Motoi et al. (2005) expressaram din coli parte da proteina G do virus rabico da
cepa CVS-11 (entre os residuos 201 a 300), abrdngema regido de epitopos lineares,
identificados previamente (DIETZSCHOLD et al., 1980 et al., 1995; LUO et al., 1997).

Os anticorpos presentes em ovos de galinhas indasza&om esta regido da G
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apresentaram significante atividade neutralizardea po virus, promovendo protecao
suficiente contra infeccdo pelo virus rabico em wagongos, quando administrado
imediatamente apds o desafio viral.

A proposta deste trabalho foi expressarkerooliuma regido da proteina G do virus
rabico da cepa ERA (residuos 179-281, nomeada rGERR81) contendo epitopos
lineares e avaliar suas propriedades imunoldgiaes possiveis aplicacées biotecnolbgicas

na area da saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Expressar e purificar um fragmento recombinantgdeina G do virus rébico

(rGERA179-281) enescherichia colie determinar sua imunogenicidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Clonagem, expressao, purificacao e caracteaio da rGERA179-281

- Amplificar o fragmento de DNA correspondente a &egida proteina G,
compreendida entre o0os aminoacidos 179 a 281, air pdd plasmideo
pSG5r.gpT434;

- Realizar a clonagem do inserto no vetor de expogssa-14b;

- Confirmar a insercdo do fragmento de interessenp&ip do sequenciamento de
DNA;

- Padronizar as condi¢des de expresséo da proteHRAG/9-281 enk. coli,

- Padronizar as condicbes de purificacdo da rGERABA9- por meio de
cromatografia de afinidade, utilizando resina camsi metalicos imobilizados
(IMAC);

- Caracterizar a proteina por meio de espectronagriaassa (MALDI-TOF).
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2.2.2 Ensaios de propriedades imunolégicas da rGERA9-281

- Avaliar se a rGERA179-281 é reconhecida por ami@g®mrnti-rabicos presentes na
preparacdo de imunoglobulina anti-rdbica humanao (smti-rdbico comercial -
HRIG), por meio de ensaios damunoblotting;

- Avaliar se a rGERA179-281 tem capacidade de senfexida por anticorpos anti-
rabicos neutralizantes presentes na HRIG, por rdeicensaios de inibicdo de
neutralizacao;

- Avaliar se a imunizagcdo de camundongos com a rGERAB1 tem a capacidade
de induzir anticorpos que reconhe¢cam o virus rébdmesua forma nativa, por meio
de ensaios de imunofluorescéncia indireta;

- Avaliar se a imunizagdo de camundongos com a rGERBA&B1 tem a capacidade
de induzir anticorpos neutralizantes contra o vialsco, por meio de ensaios de

soroneutralizacdo em cultura celular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados neste estudo sete camundongdsogdda linhagem isogénica
Balb/c, criados e mantidos em condicfes apropriadd3iotério Setorial do Departamento
de Microbiologia e Parasitologia da Universidadddfal de Santa Catarina. A reposi¢cao
de agua e racéo foi realizada diariamente e a impas caixas efetuada duas vezes por

Sseémana.

3.2 Consideracdes Eticas

Devido a utilizacdo de camundongos para imunizasé® projeto foi encaminhado
a Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da CJRSara devida andlise, sendo

aprovado em 08/08/2007 (protocolo CEUA-PP00124).

3.3 Imunizagéo

Os camundongos foram imunizados com a rGERA1798ificada, sendo as
doses administradas conforme o esquema abaixo:
12 Dose - Dia 0: 2hg de rGERA179-281 em 50% adjuvante completo derfereu

volume final de 0,5 ml, via intraperitoneal —i; p.
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22 Dose - Dia 7: 2hg de rGERA179-281 em 50% adjuvante incompleto eeirk,
volume final de 0,5 ml, via i. p.;
32 Dose - Dia 14: 2hg de rtGERA179-281 em PBS, volume final de 0,5 mal,iy.;

43 Dose - Dia 28: 2pg de rGERA179-281 em PBS, volume final de 0,5 nal,ivp.

A coleta de sangue foi realizada por puncdo retodad, sete dias apos a
administracdo da 42 dose, sendo precedida de siaestem 2,78 mg de cloridrato de
cetamina (Dopalen, Vetbrands) e 0,12 mg de cldodda xilazina (Rompum, Bayer), em
volume de 50 microlitros administrados por via im um grupo separado de trés
camundongos, apos a 42 dose de imunizacdo com RAGE-281, foi inoculado virus
rabico da cepa PV pela via subcutanea (“foot padJjna semana apos o desafio com o
virus, amostras de sangue desses animais foramtadade conforme descrito
anteriormente. Paralelamente, da mesma forma emmssnas datas, foram coletadas
amostras de sangue de animais sadios ndo imunizadies animais ndo imunizados e
desafiados com o virus.

Todos os animais desafiados com virus foram obdesvguanto ao aparecimento
de sintomas de raiva (pelos ericados, dificuldaslardbulacéo e perda de peso). Apls sete
dias, os animais que tinham sido imunizados comR&EH9-281 foram sacrificados por
deslocamento cervical, tendo seus bacos removidos tilizacdo dos esplendcitos na

producéo de anticorpos monoclonais.

" Projeto de Dissertacéo de Mestrado em Biotecnalobiniversidade Federal de Santa Catarina,
desenvolvido pela aluna Camila Zanluca no Labao@tte Imunologia Aplicada.
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3.4 Cepas bacterianas, plasmideos, meios e reagergaimicos

O plasmideo pSG5r.gpT434 (XIANG et al., 1995) foi tjjemente disponibilizado
pela Dra. Hildegund C. J. Ertl, M. D., do The Wiskastitute, Filadélfia, USA. Bactérias
Escherichia colida linhagem DH& (Invitrogen) foram utilizadas como hospedeirasapar
clonagem e propagacéao dos plasmideos e a linhkgeherichia coliRosetta [gendtipoF
ompT hsdS (rs” mg) gal dcm (DE3) pRARE (Canf)] (Novagen), para expressdo da
proteina. O plasmideo pET14-b (Novagen, Madisonjititzado como vetor de clonagem
e expressao, possuindo o promotor T7, uma sequéadiicante para seis histidinas (6x
His-tag) na regido N-terminal da proteina expressa, e ene ge resisténcia a ampicilina,

conforme esquema da Figura 6.

PET-14b seq EcoR li4es2)

T7 promoter G46-662

TT transcription start G45

His*Tag coding sequence 554-571 Ssp I__igéjl““saa' Bpu1102 lj458)
Multiple cloning sites : BamH li510)
(Nede 1 -BamH 1) 510-526 ooy
T7 terminator 404-450 Stalliiaze) Mo Il:SBC]]
pER322 origin 2845 Pvu l4048) Xba liz19)
bia coding sequence 3606-4463 Bagl llig77)

Pst liza21y SqgrA li7ie)

Sph lis74)
EcoN ljgzs)
Sal ljzsg)

Eam1105 I{2876) PshA I1024)

pET-14b
(467 1bp)
HgiE llizz8a)
ApaB I{1380)
BspM li13a2)
AlwN liz12g)

Bsm lj1g87)
Msc lj1754)
BSDLL!_Q“:'E.TE' Bpu10 lj1ze2)

(27
Sap lizae7) Bsa li1943)

FIGURA 6 — Representacao esquematica do vetor pibTI-1
FONTE — NOVAGEN.

" Disponivel em: http://www.merckbiosciences.com&idocs/PROT/TB044.pdf. Acesso em: 10 dez. 2006.
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As bactérias transformadas foram cultivadas em rhei@-Bertani (LB) (Sigma-
Aldrich) suplementado com ampicilina (100 pg/ml)cleranfenicol (30 pg/ml). Para
purificacdo por cromatografia de afinidade por ioretalicos imobilizados foi utilizada a
resina ‘Chelating Sepharose Fast Flbw(GE Healthcare). O isopropfi-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG), antibidticos e outsabstancias quimicas foram adquiridos

da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

3.5 Virus e Células

Para as reacdes de soroneutralizacdo, competighoneditralizacdo e de
imunofluorescéncia indireta foram utilizadas ashdigens de células N2A (células de
neuroblastoma murino) e BHK-2bdby hamster kidngwtilizadas rotineiramente para
propagacao do virus rabico “in vitro” (WEBSTER; GRS 1996; KING, 1996). A cepa
de virus rabico PVRasteur viru} foi utilizada como desafio viral.

As culturas celulares foram mantidas em meio DMEN-KDulbecco MEM/
Nutriente HAM F-12, Cultilab) suplementado com 1Mrde bicarbonato de sodio, 10%
(v/v) de soro fetal bovino (Cultilab) para célul&iB-21 e 20% (v/v) para N2A e 1% de
solucdo antibiético-antimicético (solucdo conten@i®00UI penicilina/ml, 10 mg de

estreptomicina/ml, 2fig de anfotericina B/ml) a 37°C em atmosfera de %9 (e CQ,.
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3.6 Clonagem, expresséo, purificacdo e caracterizzgda rGERA179-281

3.6.1 Desenho dos iniciadores

Os iniciadores especificos para regidao codificamtiee os aminoacidos 179 a 281
foram desenhados com base na seqiéncia de nueteotild RNA mensageiro da proteina
G do virus rébico, cepa ERA, disponivel no GenB@kdesso n° JO2293). Na construcéo
foram inseridos os sitios de restricdo para asrasanH| no iniciador anti-sense (CAT
ATG) e Ndd no iniciador sense_(GGA TQC As sequéncias dos oligonucleotideos

sintetizados foram:

- ERA 179-281F: 5'- ACC ATT CATATG CCC GAG AAT CCG -3
- ERA 179-281R: 5’- TGC ATC CAG GGACCTCACTC TCT CTT CCT -3’

Os iniciadores sintetizados liofilizados forampredidos em &gua ultra purificada.

3.6.2 Amplificacdo do fragmento de interesse a paib plasmideo pSG5r.gpT434

O fragmento do gene da proteina G do virus ralmdificante para os aminoacidos
da posicdo 179 a 281 (sem considerar o peptided) $oi amplificado pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), a partir do plasmid8&50.gpT434. Este plasmideo
direciona a sintese de um fragmento truncado dizipeoG do virus rabico, cepa ERA,
estando ausentes o dominio citoplasmatico e o donransmembrana (XIANG et al.,

1995).
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A PCR foi realizada em uma mistura contendo 100degDNA plasmidial
(pSG5r.gpT434), 4uM de cada iniciador (ERA 179-2&LERA 179-281R), 200uM de
cada dNTP, 2,0 mM de Mgg€k 2,5 U de ULTRATaq DNA Polimerase(MGM) em
tamp&o de reacdo 1X. A reacao foi realizada emanmdciclador (MiniCycler PTC-150,
MJ-Research/BioRad), consistindo de uma etapa sleatl@acéo inicial a 95°C por 5 min;
seguido por 30 ciclos de desnaturacao a 95°C per dbelamento dos iniciadores a 50° C

por 35 s e extensdo a 72°C por 1 min; e uma exddimst a 72°C por 10 min.

3.6.3 Construcéo do vetor de expressao

Para isolar somente o fragmento de DNA de inter¢386pb) amplificado por
PCR, foi realizada a extracdo da banda correspta@enfragmento a partir de um gel de
agarose 1%, utilizando oMinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN), conforme
recomendacdes do fabricante, para purificacao skrtim

O fragmento de DNA obtido (inserto, 336pb) e oovele expressdo pET14-b
(Figura 5) foram digeridos com as enzimas de gggiBantHl e Ndd, por 15h a 37°C.
Apbs a digestdo o inserto e o vetor pET14-b forabmgtidos a purificacdo, utilizando o
kit Concert™ Rapid PCR Purification SystébiFE Technologies/Gibco BRL), conforme
recomendacdes do fabricante.

O inserto e o vetor pET14-b foram entdo submetidosacdo de ligacdo realizada
pela enzima T4 DNA.igase(Promega), nas condi¢des sugeridas pelo fabricpatelh a

temperatura ambiente.
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O fragmento de interesse foi inserido no vetoregpressao pET14-b apdés uma
sequéncia codificante para os seguintes aminoaddWBSSHHHHHHSSGLVPRGSH. O
plasmideo recombinante, denominado pGERA179-28il,ufitizado para transformar
bactérias DH& competentes.

Os clones contendo o inserto foram identificadosagir da PCR das colbnias
(conforme padronizada para amplificacdo do fragmeetinteresse), sendo a confirmacéo
e verificacdo da ligacao correta da sequéncia tar de expressao confirmada por meio do
sequenciamento de DNA (MegaBACE™ 1000 DNA AnalySistem, GE Healthcare)

utilizando-se o kiDYEnamic™ ET Dye Terminat¢GE Healthcare).

3.6.4 Transformacao de bactérias competentes

As bactériasE. coli DH5a competentes (APENDICE A, p. 120) foram
transformadas por choque térmico. Apos a adicdolakmideo recombinante (volume =1
ul) em uma aliquota de 150 contendo as bactérias competentes em glicerol 20%
CaCh 0,1 M, a mistura foi mantida por 30 minutos em lmadk gelo. As bactérias foram
entdo colocadas em banho-maria a 42°C por 2 mirrubSeguir mantidas em banho de
gelo por 2 minutos.

Apds o procedimento de transformacdo, foram adicloa 600ul de meio LB
(Luria-Bertani) liquido e realizada uma incubac@®o p h a 37°C, para o crescimento das

bactérias.
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Com o objetivo de selecionar as bactérias transfdas, as bactérias foram
cultivadas em meio sdlido (LB agar) contendo antipecina concentragdo de 1Q9/ml, a
37°C por 15 h.

3.6.5 Expressédo da rGERA179-281

Com o objetivo de expressar o polipeptideo rGERAZFD, bactériask. coli
Rosetta foram transformadas com o plasmideo pGEBR81. Foi realizado um pré-
cultivo de 10 ml de meio Luria-Bertani liquido (lBoth, Sigma) contendo 100 pg/ml de
ampicilina e 30 pug/ml de cloranfenicol, a partiruea colénia isolada da placa de LB agar
contendo bactérias transformadas. O pré-cultivodalizado a 37°C, por 15h, em uma
incubadora com plataforma de agitacéo orbital (SHRKmodelo 430, Nova Etica, S&o
Paulo) a 140 rpm.

Foi realizada entdo uma transferéncia de aproxamadte 5 ml do pré-cultivo para
uma garrafa de cultura contendo 250 ml do mesm®.ni@icrescimento bacteriano foi
verificado por espectrofotometria até atingir asigade Optica de 0,6-0,8 no comprimento
de onda a 600 nm. Neste momento, foi retirada Uigaada TO de 50 ml (tempo antes da
inducdo da expressao), para verificacdo da exmprgasdiéica basal. O cultivo entdo foi
mantido em banho de gelo por 10 min seguido dadedae etanol P. A. a uma
concentracao final de 2% (v/v).

A cultura em fase logaritmica (D.@onm = 0,6-0,8) teve a expressao da rGERA-
179-281 induzida pela adicdo de IPTG em uma coragha final de 0,5 mM, sendo o
cultivo realizado a 25°C, 140 rpm, por 15h. Uniguata de 50ml foi retirada 4 h apos a

inducdo com o IPTG (T4).
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As aliquotas de 50 ml (TO e T4) foram centrifugagar 20 min. a 6000 g, na
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartadprecipitado bacteriano suspendido
em 500ul de tampéo fosfato (N, 50 mM, NaCl 300 mM, 10 mM imidazol; pH=8)
contendo um coquetel de inibidores de protease ey Mini, Boehringer-Mannheim).
A amostra foi entdo submetida a sonicacgao (5 citdo20 s).

As amostras foram entdo centrifugadas a 10000 g@@min a 4°C. O sobrenadante
e o precipitado foram separados para andalise pd8-FPSGE, sendo o precipitado
suspendido em 1 ml de tampdao fosfato contendo $D&e€il sulfato de sddio) em uma

concentracgao final de 2%.

3.6.6 Purificacdo da rGERA179-281

Para expressdo da rGERA179-281 destinada a @géfi; foi realizado um cultivo
de 1l, nas condi¢Bes descritas previamente. A ip@tei purificada da fracdo insolavel, a
partir dos corpos de inclusdo, conforme o métodserite na Figura 7 (LUCAST et al.,
2001; ESHAGHI et al., 2005; SAUER, 2006por cromatografia de afinidade por fons
metalicos imobilizados.

Primeiramente, a amostra contendo o cultivo (lilcémtrifugada a 6000 g por 25
min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o ptadip(fracéo insoltvel) foi suspendido
em 50 ml em um tampé&o de lise desnaturante (Trisill) NaH,PO, 100 mM, cloreto de

guanidina 6M, imidazol 10 mM; pH = 8,0). Em seguidi realizada uma incubacdo em

" Disponivel em: <http://openwetware.org/wiki/Sa@erification_of Histagged_proteins/Denaturing_prep>
Acesso em: 02 fev. 2007.
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banho-maria a 65°C por 30 min, sendo a amostra peneizada periodicamente, para
dissolucao dos corpos de incluséo. A seguir, a sienfus sonicada (10 ciclos de 60 s).

O material sonicado foi entdo centrifugado a 109@@r 60 min a 4°C, para retirar
0s restos celulares, e o sobrenadante foi submétidcubacéo por 45 min a 4°C com 4ml
da resina de sepharos€hglating Sepharose Fast FIpWsE Healthcare), previamente
carregada com sulfato de cobre 0,1 M. A resinaiitdio centrifugada a 500 g por 5 min a
4°C. O sobrenadante foi transferido para um owoipiente e submetido a analise por
SDS-PAGE 16%.

A seguir, foram realizadas as lavagens da resipasteriormente a eluicdo da
proteina de interesse, pela adicdo de imizadoln290(NaH,PCO, 50 mM, NaCl 300 mM;
pH = 8,0), conforme observado na Figura 7. Apodieda de cada tampdo, foi feita uma
incubacdo por 5 min, sob homogeneizagdo. Paraaepamostra da resina, entre cada
etapa de troca e adicdo dos tampdes, foi realmadacentrifugacdo a 500 g por 5 min a 4°
C.

Durante as etapas do processo, foram separadastalqdas lavagens e eluicbes
obtidas, sendo submetidas a analise por SDS-PAGE d4® condicdes desnaturantes

(SHAGGER; JAGOW, 1987).
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. - Tampao fosfato de sédio; imidazol 250 mM

ELUICAO K (pH8.0)

-
7
'

f i

\
FIGURA 7 — Esquema das etapas de purificacdo d&RAGEF9I-281 por cromatografia de

afinidade por ions metélicos imobilizados. X = teg@es; Em vermelho = representacao
das seis histidinas adicionadas a regido N-terniaaGERA179-281.

3.6.7 Eletroforese em géis de agarose e poliacritar(SDS-PAGE)

Os plasmideos extraidos de culturas bacterianas pradutos de PCR foram
submetidos a géis de agarose a 0,8% e 1,0%, respeente, preparados em tampao Tris-
Borato-EDTA 0,5x (TBE: Tris-HCI 0,09M, acido bori€g09M e EDTA 0,002M). Os géis

foram corados com brometo de etidio (75 pg/ml) rf)y e fotodocumentados em
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transiluminador Macrovue-UV20 (Hoefer) com cameatodrafica digital (KODAK).
Aliguotas de 3 pl de cada amostra foram misturadagil de tampao amostra 2x (azul de
bromofenol a 0,25%, xilenocianol a 25%, ficoll a%d,5p/v em agua ultrapurificada) e
aplicadas no gel, sendo submetidas a uma voltage0@dV por 45 min, em tampao de
corrida TBE.

A expressdo da rGERA179-284, assim como sua gag#éb, foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢c@ksnaturantes (SDS-PAGE)
(LAEMMLLI, 1970), utilizando o sistema Mini-PROTEANB Cell (Bio-Rad). As amostras
foram aplicadas em um gel de empilhamento de 4@oligcrilamida e gel de resolucéo de
16% de poliacrilamida e submetidas a eletroforese corrente elétrica de 20 mA por gel,
por aproximadamente 3h. As bandas protéicas foemeladas incubando-se os géis em
solugéo corante contendimomassie Brilliant Blu&k-250 a 0,25% (Bio-Rad), dissolvidos
em isopropanol a 50% e &cido acético a 10% v/v goa altrapura. Uma solugéo
contendo &cido acético a 10% e metanol a 45% vhagoa ultrapura foi utilizada para
descorar os geis.

As amostras foram misturadas ao tampao amosé@n(mli Sample BuffeBio-
Rad) e submetidas a aquecimento a 100°C por 5sango posteriormente aplicadas no
gel.

A massa molecular aparente da proteina de inteeregsestimada utilizando-se
padrbes de massa molecular conhecidos, na faixa4da 198,6 kDaRrestained SDS-
PAGE Standards - broad rangBio-Rad).

A determinacdo da concentracdo protéica foi raedéizde acordo com o método

descrito por Bradford (1976), utilizando-seki Bio-Rad Protein AssayBio-Rad). A
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concentracdo protéica foi estimada comparando-sdeitara da absorbancia em
espectrofotdmetro a 595 nm de uma curva padraordeatbumina bovina — BSA (Sigma)

com a leitura das amostras, por analise atravésgilessao linear da equacao da reta.

3.6.8 Espectrometria de massa

Inicialmente uma digestdo com tripsina (WESTERMEIENAVEN, 2002) foi
realizada utilizando-se aproxidamentagda proteina, extraida da banda no gel de SDS-
PAGE 16% correspondente a massa molecular apadanteesma (14 kDa). A amostra
resultante da digestdo foi purificada com acetitai@0% e acido trifluoroacético 0,1%. A
amostra purificada () foi misturada com 1l de acidoa-ciano-4-hidroxicinamico (10
mg/ml) e submetida a analise por espectrometrimagsa em um equipamento MALDI-

TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Tiofe~ligh).

3.7 Ensaios de propriedades imunolégicas da rGERA%7281

3.7.1Immunoblotting

A amostra purificada foi submetida a eletroforesegel de poliacrilamida (SDS-
PAGE 16%). Apés a separacdo das bandas protéicgelroi realizada a transferéncia
para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Rinses), através do sistema Mini-
PROTEAN 3 Cell (BioRad), utilizando-se tamp&o de transfei@ifTris 25 mM, glicina

192 mM, metanol 20% v/v; pH= 8,3), durante 1h a\l(®@ara verificacdo da transferéncia,
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a membrana foi corada com Ponceau 0,5% (m/v) emho&acético 0,1% (v/v) para
visualizacdo das bandas.

A membrana foi entdo incubada em uma solucdo dqubkio contendo leite
desnatado 5% (m/v) em PBS-T (PBS e Tween 20 0,¥piA= 7,2) por 1h a temperatura
ambiente sob agitacdo leve e constante. Ap0s essedp, a membrana foi lavada trés
vezes (5 minutos cada lavagem, sob homogeneizac@&tante) com PBS-T contendo leite
desnatado a 1% (m/v) e incubada por 1h com a imabolina anti-rabica humana - HRIG
(BayRal¥, Bayer) (1:500) sob agitacéo leve e constante.

Ao término da incubacdo com o anticorpo primarian@mbrana foi lavada trés
vezes (5 min cada lavagem) com PBS-T. Uma seguradacédo foi realizada por 1h a
temperatura ambiente com o anticorpo secundarielgfat humana conjugado com
peroxidase (1:1000) (Sigma). Terminada a incubagduembrana foi submetida a ultima
etapa de lavagem com PBS-T antes da revelacdo ¢®mdgaminobenzidina (DAB) e
0,1% HO,, sendo a revelacao interrompida por lavagem da nemalrom agua destilada.

A banda especifica correspondente a rGERA179-281k[Ja) foi analisada por
comparacdo com marcadores de peso moled@tastained SDS-PAGE Standards - broad

range BioRad).

3.7.2 Inibicdo da atividade neutralizante da HRIG

A imunoglobulina anti-rabica humana — HRIG (BayRaBayer) possui um titulo

neutralizante de 150 Ul/ml. O titulo neutralizadee HRIG foi determinado por meio do

microteste simplificado de inibicdo da fluorescan(sFIMT) conforme o protocolo de
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Favoretto et al. (1993). Inicialmente foram realas diluicbes seriadas da HRIG em meio
DMEM-F12, em um volume final de 10d. As diluicdes da HRIG (a partir de 1:400)
foram entdo incubadas por 1h a 37°C com diluicesadas da rGERA179-281
(concentragbes no intervalo de g§/ml a 0,32ug/ml), em uma placa de 96 cavidades,

conforme a Figura 8.

HRIG Sem

1:400 1:600 1:800 1:1200 1:1600 1:2400 1:32001:4800 1:6400 1:9600 HRIG

Sem rGERA179-281

20 pg/ml

AVINTID
dI0¥YINOD

10 pg/ml
5 pg/ml

2,5pg/ml

| rGERA179-281 |

1,25pg/mi

TVIIA

0,63pg/ml

0,32pg/ml

FIGURA 8 — Esquema do ensaio de inibicdo da atiledaeutralizante da HRIG pela
rGERA179-281. Colunas da placa (numeros 1 - 10)uicdes da HRIG; Linhas da placa
(letras A - H) = concentracdes da rGERA179-281r{l)g/Linha 1 = sem rGERA179-281;
Coluna 11 = sem HRIG; Coluna 12 = controle celalaontrole viral.

Em seguida foi adicionada a todas as cavidadetada (exceto nos controles) uma

guantidade previamente estabelecida de virus ra@pa PV suficiente para infectar 90-

100% das células (5d/cavidade) e a placa foi incubada a 37°C por Josfa incubacéao,
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50 ul de células BHK-21, contendo 5 x “1@élulas, foram adicionados e a placa foi
incubada por 18-24h a 37°C em atmosfera dgaCido.

O sobrenadante foi entdo descartado em hipoclddtoe as células aderidas,
fixadas por 20 min com paraformaldeido (4% ep®} submetidas a imunofluorescéncia
indireta, conforme descrito no item 3.7.3. O sohdamte de cultura de hibridomas murinos
produzindo anticorpos IgG anti-rabicosfoi utilizado como anticorpo primario, sendo
adicionado 100 pl/cavidade, seguindo-se de incubagi 30 min a 37°C. Conjugado
comercial anti-lgG murina-ITCF (Sigma), diluido 200 em PBS contendo 0,08/ul de
Azul de Evans, foi utilizado como anticorpo secuiaa

Para avaliar a capacidade da proteina recombinanteinibir a atividade
neutralizante dos anticorpos presentes na HRI@ulo heutralizante (150 Ul/ml) da HRIG
foi comparado apos a incubagdo com diferentes otragdes da rGERA179-281. A

determinacéo do titulo neutralizante foi feita aonfe descrito no item 3.7.4.

3.7.3Determinacéo do reconhecimento do virus rabico manha nativa pelos anticorpos

induzidos pela rGERA179-281 por imunofluorescénanalireta

Para determinar se os anticorpos induzidos pel&/K3F9-281 reconhecem o virus
rabico nativo, células N2A e BHK-21 foram previaneegultivadas até atingirem uma
monocamada celular confluente. O meio de cultivefddo removido e as células lavadas
duas vezes com PBS estéril, pH 7,2. Apds tripspdiaa o numero de células foi

determinado em camaras citométricas Neubauer (ORibGr) e a concentracdo foi

" Produzido no Laboratério de Imunologia Aplicada tiaversidade Federal de Santa Catarina.
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ajustada para 5 x i@élulas/100ul. Aliquotas de 100 pl desta suspensdo celulanfora
transferidas para camaras de cultura com 16 casdadabteR (Nalgene Nunc
International). Foi entdo adicionada as células guantidade previamente estabelecida de
virus rabico, cepa PV (50 pl/pogo). Apés 24h adellimcdo em atmosfera de £836 (v/v),

o sobrenadante foi descartado em hipoclorito 1%secéulas foram fixadas com
paraformaldeido 4% (10Qul/cavidade) por 20 min a temperatura ambiente. O
paraformaldeido foi entdo descartado e as célidadds submetidas a etapa de lavagem (3
vezes, 5 minutos cada lavagem) utilizando-se PB&uindo-se de uma incubagdo com
PBS contendo Triton X-100 a 0,25% (1@dcavidade) por 20 min, para permeabilizacao
da membrana celular. A seguir, foram adicionadosonss dos camundongos imunizados
com a rGERA179-281 diluidos em PBS (volume finalyh0 Apos incubacdo por 1h a
37°C, o sobrenadante foi descartado e uma etafzavaigem com PBS-T (PBS-Tween 20
0,05% - 200 pl/cavidade) foi realizada. O conjugadti-lgG de camundongo-ITFC
(Sigma, 1:200) foi adicionado, seguindo-se novahacao por 1 h a 37°. Apds uma etapa
de lavagem com PBS-T 0,05%, a camara foi seca,adardom glicerina tamponada com
tampé&o carbonato/bicarbonato e os focos fluoressdnotam observados em microscopio

de epifluorescéncia (Olympus BX40).

3.7.4 Determinacdo da capacidade neutralizante daaticorpos induzidos pela

rGERA179-281

O titulo neutralizante do soro dos camundongos iragios com a rGERA179-281
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foi determinado pelo método de SFIM®iplified Fluorescent Inhibition Microtgst
conforme Favoretto et al. (1993). Primeiramente,féda uma diluicdo seriada do soro
obtido dos camundongos (volume final = 100 pl) emawylaca de 96 cavidades. Uma
amostra contendo virus rabico cepa PV suficiente pafectar 90-100% das células
(determinada previamente) foi entdo adicionadaufavidade) e a mistura submetida a
incubacdo por 1h a 37°C. Apds a incubacédo, 50 |détidas BHK-21/cavidade (5 x 10
células) foram distribuidas sobre a placa e a mstotdo incubada por 18h-24h a 37°C em
estufa de C@a 5%. ApoOs esse periodo, foi realizado um ensaitnadinofluorescéncia
indireta (DEAN; ABELSETH; ATANASIU, 1996) conformgescrito no item 3.7.3.

O titulo obtido em cada soro expressa a maior g@dituionde foi observada a
inibicdo da infeccdo em aproximadamente 50% dadastlA capacidade de inibicdo de
infeccdo € diretamente proporcional a quantidaderdeorpos neutralizantes, ou seja,
anticorpos anti-G.

Paralelamente, a imunoglobulina anti-rabica humadRIG (BayRab, Bayer), que
possui um titulo neutralizante de 150 Ul/ml, foillishda como soro padrdo. A
determinacédo dos titulos dos soros dos camunddaogtesta por meio da comparacao dos

resultados das diluigbes dos soros obtidos no ¢esteo resultado do soro padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 Amplificacdo do fragmento de interesse a partido plasmideo pSG5r.gpT434

O fragmento do gene da proteina G do virus ralmdificante para os aminoacidos
da posicéo 179 a 281 (sem considerar o peptidat) sanamplificado por PCR, a partir do
plasmideo pSG5r.gpT434.

A temperatura ideal de anelamento dos iniciadayedd 50°C. A amplificacdo da
regido de interesse revelou um fragmento de apedamente 336 pb, condizente com o

tamanho esperado (Figura 9, nimero 2).

800 pb
400 pb

300 pb

FIGURA 9 — Eletroforese em gel de agarose a 1%dcoreom brometo de etidio,
mostrando amplificacdo do fragmento de interess36 (8b) pela PCR, a partir do
plasmideo pSG5r.gpT434. 1 = padrao de tamanho olale@l00 Base-Pair LadderGE
Healthcare); 2 = amplificacdo do inserto; 3 = PQCRlizada somente com um dos
iniciadores, ERA 179-281F; 4 = PCR realizada somenm o iniciador ERA 179-281R;
5 = controle negativo (sem o plasmideo pSG5r.gp)434
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Foram observadas no gel de agarose a 1% resutfarRER para amplificacdo do
inserto, bandas referentes a resquicios do plasnp@&5r.gpT434 (Figura 9). Dessa
forma, para isolar somente o fragmento de DNA derésse amplificado (336pb), foi
realizada a extracdo da banda correspondente gimdrdo a partir de um gel de agarose
1%, utilizando-se dMinElute Gel Extraction Kif{QIAGEN). Ao final do processo foram
obtidas eluicbes contendo o inserto, que forancagéis em gel de agarose a 1%, para

visualizacao (Figura 10).

800 pb

FIGURA 10 — Eletroforese em gel de agarose a 1%dworcom brometo de etidio,
mostrando eluicdes da purificacdo do inserto polorde MinElute Gel Extraction Kit
(QIAGEN). 1 e 2 = primeira e segunda eluicdo, respamente, obtidas da purificacao; 3
= controle positivo (fragmento amplificado por P@Res da purificacdo, destacando-se a
visualizacdo de contaminacdo pelo plasmideo pSEB£3s); 4 = padrdo de tamanho
molecular {00 Base-Pair LaddeGE Healthcare).
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4.2 Clonagem, expressao, purificacdo e caracterizzgda rGERA179-281

4.2.1 Construcéo do vetor de expresséao

O fragmento de DNA obtido (336 pb) e o vetor deregpdo pET14-b foram
digeridos com as enzimas de restrig@HI e Ndd, por 15h a 37°C. ApGs a digestéo,
foram submetidos a purificacdo, utilizando o&incert™ Rapid PCR Purification System
(LIFE Technologies/Gibco BRL), conforme recomends;@o fabricante. As eluicdes
obtidas do processo de purificacdo foram submetidaketroforese em gel de agarose a

0,8% (Figura 11).

=~ 4,6 kpb

=~ 336 pb

FIGURA 11 — Eletroforese em gel de agarose a 0,8%do com brometo de etidio,
mostrando purificacdo do inserto e do plasmideolgHd, apos restricdo com as enzimas
BanmHIl e Ndd utilizando-se oConcert™ Rapid PCR Purification Systeth 2 e 3 =
primeira, segunda e terceira elui¢cdes, respectimtenala purificacdo do inserto apos
restricdo; 4, 5 e 6 = primeira, segunda e teradugdes, respectivamente, da purificacdo
do plasmideo pET14-b apds restricdo; 7 = padratam@nho molecularl)0 Base-Pair
Ladder,GE Healthcare); 8 = plasmideo pET14-b antes degést
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A purificacdo teve como objetivo retirar contamitganque pudessem interferir com
a reacao posterior de ligacdo do inserto ao plasmiBessa forma, a primeira eluicdo
obtida da purificacdo, tanto do inserto, quantopthsmideo pET14-b (visualizadas na
Figura 11, nameros 1 e 4, respectivamente), foreleci®nadas para reacdo de ligacéo,
utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Promega),caaxlicOes sugeridas pelo fabricante,
por 1h a temperatura ambiente.

Diferentes variacdes nas quantidades de insef@senfdeo foram utilizadas, com o
objetivo de aumentar a possibilidade de se obtesiemes contendo o inserto, apos a
transformacéo (tabela 2). Bactériasoli DH5a foram entdo transformadas com o material
resultante das reacfes de ligacdo realizadas ocoafartabela 2, obtendo-se 6 placas de

Petri diferentes, contendo as colbnias de bacttaasformadas.

TABELA 2 — Variagdes nas quantidades de insertdasnpideo (eluicbes da purificagdo
apos restricdo) misturados na reacédo de ligacéa trzensformacéao de. coli DH5q.

PLACAS 1 2 3 4 5 6*
Inserto 1,54 1l 2ul 25u  0,5ul -
pET14-b 1,54 2 ul 1ul 0,5ul  2,5ul 2,5ul
Tampéo de ligac&o 4l 4l 4yl 4l 4l 4l
T4 DNA Ligasé” 1ul 1 ul 1l 1 ul 1l 1l
H,0O ultra-purificada - - - - - 0,pl

# 2X Rapid Ligation BuffefPromega)
* T4 DNA Ligas€Promega)
* Placa controle ndo contendo inserto

Na placa controle (placa 6, sem inserto) foram miaskas algumas coldnias,

provavelmente resultantes de contaminantes do filasnpET14-b ndo digerido, presentes
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na amostra utilizada para transformar as bactéiapela auto-ligacdo do plasmideo pela
T4 DNA ligase. Entretanto, o nUmero de coldniasdaist nas placas 2 e 3 foi bem maior
ao da placa controle, sendo realizada a triagemP@R de 10 coldnias selecionadas
aleatoriamente nas duas placas, para possivel ¢céetedo inserto. O produto da

amplificacdo foi submetido a eletroforese em gedgirose a 1% (Figura 12).

— 800 pb
336 pb L ] Lk 1T XY

ﬁ Garvad L2

FIGURA 12 — Gel de agarose a 1,0% corado com bmmetetidio, para triagem, por

PCR, das coldnias resultantes da transformacémquiasmideo pGERA179-281. 1 a 10 =
ndamero de identificacdo das coldnias provenientes mlacas 2 e 3; 11 = padrdo de
tamanho molecularlQ0 Base-Pair LaddeGE Healthcare).

Das 10 colbnias provenientes das placas 2 e Joastifs, somente uma (namero 2,
Figura 12) apresentou resultado de PCR negativetdpormente confirmado pela
repeticdo da PCR), ndo apresentando o insertoleRem@nte, foram realizadas PCRs a
partir de colonias da placa controle e todas a@nes verificadas apresentaram resultado
negativo, conforme o esperado.

Foram selecionados aleatoriamente dois clones mdmte inserto (colénias 9 e 10)

para propagacdo e posterior extracdo e purificagé® plasmideos recombinantes
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utilizando-se o kiWizard Plus SV Minipreps DNA Purification SystéPnomega). Apés a
purificacdo, foi realizada a PCR a partir do prodobtido, sendo o produtamplificado
submetido a eletroforese em gel de agarose a I8firrnando-se a presenca do inserto nos

plasmideos recombinantes 9 e 10 (Figura 13).

1 2 3 4 5

800 pb

336 pb

FIGURA 13 - Eletroforese em gel de agarose a 1,60%ado com brometo de etidio,
mostrando os produtos de PCR dos plasmideos pemtenidas colbnias 9 e 10 (Fig.12),
apos purificagdo. 1 = produto da PCR do plasmideéb 9 produto da PCR do plasmideo
10; 3 = fragmento de intesse amplificado (contpasitivo); 4 = controle negativo (PCR a
partir de uma col6nia proveniente da placa 6, seserio); 5 = padrdo de tamanho
molecular {00 Base-Pair LaddefGE Healthcare).

Para confirmacéao da ligacdo correta do insertol@nydeo pET-14b, foi realizado
0 sequenciamento de DNA dos plasmideos 9 e 10r@i#A), utilizando-se iniciadores
especificos para o plasmideo pET14dpstreame downstreamao sitio de clonagem;

especificos para o promotor T7). A identidade dpiéacia de nucleotideos do fragmento
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de DNA inserido no plasmideo foi confirmada pelamparacdo com a sequéncia
correspondente a proteina G do virus rabico cep® BiRponivel no GenBank (Acesso n°.
J0O2293), observando-se uma similaridade de 100%o$dado mostrados). Como os dois
plasmideos obtidos (9 e 10) apresentaram a mesjilérsga de nucleotideos no fragmento
de DNA inserido, o plasmideo recombinante 9 fooledo aleatoriamente para 0s ensaios

de expressao, sendo denominado pGERA179-281.

4.2.2 Expressdo da rGERA179-281

Inicialmente, diferentes linhagens de bactéHasherichia colicompetentes, como
a BL21(DE3) (Novagen), BL21(DE3) pLysS (Novagenl)-BL Cddon Plus (Stratagene) e
Rosetta (Novagen), foram transformadas para osiosnsle inducdo da expressdo da
rGERA179-281 em diferentes tempos (4h e 15h) e ¢eatyras de inducédo (15°C, 22°C,
300 e 37°C).

Nas linhagens BL21(DE3) (Novagen) e BL21(DE3) pLyd®vagen) ndo foram
observadas bandas de maior intensidade na regidasisa molecular aparente da proteina
(13,8 kDa) no gel de poliacrilamida a 16%, apdsndu¢do com IPTG (dados néo
mostrados).

Nas bactérias da linhagem Codon Plus e Rosetta-ggodibservar uma banda
caracteristica na regido de 14 kDa, correspondprm@velmente a proteina de interesse,
sendo que a linhagem de& coli Rosetta apresentou a banda de maior intensidade
correspondente a proteifdados ndo mostrados). Essas duas linhagens dériasct

competentes sdo utilizadas para expressao de genendo codons raros, presentes em
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organismos eucarioticos. S&o codons para detedosnaminoacidos, como arginina,
glicina, isoleucina, leucina e prolina, cujo RNAfpecifico, possuindo o respectivo anti-
codon, encontra-se ausente ou € raramente utilizadoaducéo de proteinas &m coli
(KANE, 1995; NAKAMURA et al., 2000; NOVY et al., 20).

Analisando a sequéncia de nucleotideos codificpata os residuos 179-281 da
proteina G do virus rabico, cepa ERA, obtida pe&lquenciamento, foram verificados
varios cédons raros, mostrados na Figura 14.

A linhagemE. coli Rosetta possui os RNAts com anti-codons para todadons
raros presentes na sequéncia, enquanto que a Bh@in@lus ndo possui RNAt para o
codon GGA, correspondente para o aminoacido gli¢iFigura 14). Assim sendo, a
linhagem deE. coli Rosetta (Novagen) foi selecionada para os ensigosducdo de
expressdo da rGERA179-281, sendo transformadas coplasmideo recombinante

pGERA179-281.



72

ATGCCCGAGAATCCGAGACTAGGGATGTCTTGTGACATTTTTAC
CAATAGTAGAGGGAAGAGAGCATCCAAAGGGAGTGAGACTTG
CGGCTTTGTAGATGAAAGAGGCCTATATAAGTCTTTAAAAGGAG
CATGCAAACTCAAGTTATGTGGAGTTCTAGGACTTAGACTTATG
GATGGAACATGGGTCGCGATGCAAACATCAAATGAAACCAAAT
GGTGCCCTCCCGATCAGTTGGTGAACCTGCACGACTTTCGCTC

AGACGAAATTGAGCACCTTGTTGTAGAGGAGTTGGTCAGGAAG
AGAGAGTGA A

~ G ' \
prol tRNA o
feulV tRNA o
=
metT tRMA R}J‘RE L:‘?
S S| pLysSRARE
4594 bp P }'?mbp
argltRMNA - S
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glyTIRNA fleX tRNA ','L;’*}\?" y.
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tri tRNA | = . | ’ pLaclRARE
thrl tRNA& argl! tRNA |I &5/ 6320 bp

\',/

FIGURA 14 — (A) = Sequéncia de nucleotideos codlifte para os residuos 179-281 da
proteina G do virus rabico cepa ERA presente renpldeo recombinante pGERA179-281,
determinada por sequenciamento de DNA. Em negritdons raros, cuja linhagem BL21
Cddon Plus e Rosetta possuem RNAts corresponddfriesiegrito e sublinhados: cédons
raros para os quais a linhagem Rosetta possui RBAt: Plasmideo pRARE presente na

E. coli Rosetta suprindo RNAts para os cédons raros AUBGAAGA, CUA, CCC e
GGA.

FONTE — Adaptado de Novy et al. (2001).
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O crescimento bacteriano foi verificado por esmdotometria até atingir a
densidade optica de 0,6-0,8 no comprimento de @680 nm, sendo nesse momento
adicionado o IPTG em uma concentracéo final derlybno meio de cultivo.

A inducdo da expresséo na linhagem Rosetta $tada nas temperaturas de 15°C
(dados ndo mostrados), 30°C e 37°C, separanddgs®tak da fracdo soluvel e insolavel
antes da adicdo do IPTG (TO), e nos tempos 2h @F2§T4) e 15h (T15) ap06s a inducéo,
para analise por SDS-PAGE 16%. Conforme mostradbigara 15, foi observada uma
banda referente a massa molecular da proteina,rag@of insolivel, em todas as

temperaturas e tempos analisados ap0s a indugd@uoessao, pela adicao do IPTG.

TO) T( 2 T(2) T(4 T4 ) T (4) T15 T(15 T(15) T(15)
FS FI Fi FI Fi FS Fi
198,6 kDd
103,1 kDa
58,3 kDa
41,3 kDa
279kDa
20,8 kDa L4 _ :
15,2 kDa : .
6,4 kDa — '
N J\ J JAN J
Y Y Y Y
370C 30°C 37°C 30°C

FIGURA 15 — Analise da inducdo da expressao da #&HR-281 por SDS-PAGE 16%
em diferentes tempos e temperaturas. FS = frad@wetsoF| = fracdo insoltvel; T(0) =
antes da adicao do IPTG; T(2), T(4) e T(15) = 2hedl5h, respectivamente, apds inducéo
da expressao pela adicdo do IPTG. Seta = band&iqgaabrrespondente a massa molecular
aparente da rGERA179-281, aproximadamente 13,8 kDa;padrao de massa molecular
(Prestained SDS-PAGE Standards - Broad RaBg&rad).
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Na tentativa de se obter a proteina na fracéo eblumn outro protocolo foi testado,
baseado no estudo de Thomas & Baneyx (1997), sendtiivo mantido em banho de gelo
por 10 min seguido da adicéo de etanol P.A. a wnaeantracao final de 2% (v/v), antes da
adicdo do IPTG. As aliquotas T(0) e apdés 15h decdéd a 25°C foram analisadas por

SDS-PAGE 16%, conforme mostrado na Figura 16.

T (0) T (0) T (15) T (15)
FS F Fl

——

198,6 kDa
103,1 kDa

58,3 kD¢

41,3 kDa

27,9 kDa

20,8 kDa
15,2 kDa

14 kDa

6,4 kDa

FIGURA 16 — Expressdo da rGERA179-281 apo6s 15mdecéo com IPTG apoés adicdo
de etanol a 2% v/v. Eletroforese em gel de polamida a 16% em condi¢bes

desnaturantes. M = padrdo de massa moledatasiained SDS-PAGE Standards - Broad
Range,Biorad); FS = fracao soluvel; FI = fracdo insolivig0) = antes da inducdo com

IPTG; T(15) = 15h apds a inducéo da expressao.
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Ao final do processo, foi verificada na fragédo idsel, apds 15h de inducédo, uma
banda de forte intensidade na regido de 14 kD#&édd pela seta, Figura 16), condizente a
massa molecular aparente da rGERA179-281. Dessaafoeste ensaio de indugéo foi
selecionado para expressdo da proteina, sendaufaitoultivo de maior volume (1), para

posterior purificacdo a partir da fracdo insolavel.

4.2.3 Purificagdo da rGERA179-281

A purificacdo da rGERA179-281 foi realizada pelotoa® de cromatografia de
afinidade por ions metélicos imobilizados. Primmieate, foram realizadas tentativas de
imobilizacdo da fracdo sollivel com a resina, endig@es nativas, ndo se obtendo sucesso
(dados ndo mostrados).

Devido a presenca de grande quantidade da prataifracdo insoltvel, conforme
observado na Figura 16, foi decidido purificar at@ina a partir dos corpos de inclusdo, em
condicdes desnaturantes.

As primeiras tentativas de purificacdo foram realas em condi¢cdes desnaturantes,
utilizando-se um gradiente de pH, conforme recoraedes do fabricante (QIAGEN,
2003), sendo as lavagens em pH = 6,3 e as eluicdestkdnm em pH = 5,9 e 4,5.

Por SDS-PAGE 16% foi verificado a liberagcdo da r@HERO-281 nas etapas de
lavagem e a presenca de varias bandas referenf@etatas bacterianas na eluicdo da

proteina de interesse. Além disso, grande partprd@ina permanecia imobilizada na

" QIAGEN. The QlAexpressionist: A handbook for hilghel expression and purification of 6xHis-tagged
proteins, p. 64-90, 2003.
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resina, ndo sendo liberada na etapa de eluicAgldofdados ndo mostrados). Assim,
decidiu-se realizar a eluicdo por meio de um gradide imidazol, que é um competidor da
ligacdo aos ions metalicos e utilizado rotineiramepara eluicdo em processos de
purificacdo em condicdes nativas, na tentativaedédsrara proteina de interesse.

Foram realizadas varias lavagens com tampfes amténidazol em baixas
concentracbes (20 mM, 40 mM, 80mM e 100mM). A seguiproteina foi eluida com
imidazol 250 mM. As aliquotas resultantes de vaetpas do processo de purificacdo

foram submetidas a SDS-PAGE 16% (Figura 17).
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FIGURA 17 — Analise por SDS-PAGE 16% das etapapuléicacdo da rGERA179-281.
FT = fracdo ndo aderida a resina; M1 e M2 = padd&esiassa molecular (Biorad); W1 =
etapa de lavagem com tampao desnaturaméa (8M, NaHPQO, 100 mM, NaCl 150 mM,
imidazol 20 mM; pH 8.0); W20, W40, W100= etapa de lavagem com a respectiva
concentracdo (mM) de imidazol; R1 = extrato baateyiaplicado a resina; E (1 a 5) =
eluicbes da rtGERA179-281 com imidazol 250 mM.
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O rendimento protéico foi determinado pelo métoddBdadford (1976), sendo de

aproximadamente 16,2 mg de proteina/l de cultihdlae

4.2.4 Caracterizacdo da rGERA179-281 por espectroia&le massa

A caracterizacdo da proteina purificada foi deteadia por espectrometria de
massa (MALDI-TOF) da rGERA179-281 digerida por gii@a. A digestdao por tripsina
resultou em uma série de fragmentos cuja massar Hfwlaonsistente com a estrutura
primaria da proteina, obtendo-se uma coberturéle da seqiiéncia protéica (Figura 18).

Para analisar a similaridade da sequéncia de aniftsdda rGERA179-281 com
diferentes cepas de virus rabico, foi realizadcalinhamento da sequéncia (residuos 179 a
281) da proteina G do virus rabico cepa ERA copriasipais cepas do virus utilizadas na
producdo de vacinas para uso veterinario e hunmp HEP-Flury, CVS e PM) (WHO,
2004).

As sequéncias utilizadas no alinhamento foram abtatessando a base de dados
do GenBank Todas as cepas apresentaram uma elevada simlar@m a cepa ERA na
regido da proteina G analisada. A cepa PV foi aaguesentou maior identidade (=98%),

conforme mostrado na Figura 18.

" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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N- terminal: MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH

Cepa
ook ok ok ke
ERA MPENPRLGMSCDIFTHS RGKRASKGSETCGFVDERGL YK S LKGACKLELCGVLGLRLMDG
PV MPENPRLGMSCDIFTHS RGKRASKGSETCGFVDERGL YK S LKGACKLELCGVLGLRLMDG
HEP-Flury MPENLRLGTSCDIFTHSRGKRASKGDKTCGEVDERGLYKSLEGACKLELCGVLGLRLMDG
Cvs MPENPRPRTPCDIFTNSRGKRE S NGNK TCGFVDERGL YK S LEGACRLELCGVLGLRLMDG
M MPENPRPRTPCDIFTHSRGKRASKGNK TCGFVDERGL YK S LKGACRLELCGVLGLRLMDG
Identidade (%)
* ok ok ok ok ok ok
ERA THYAMQTS NETKWC P PDQLYNLHDFRS DE TEHLVVEELVRERE 100
PV THYAMOTSNETKWC PPGOLYNLHDFRS DEIEHLVVEELVEKRE 93
HEP-Flury TWYAMQTSDETKWCPPGOLYNLHDFRSDETEHLYEEELVKERE 91
Cvs THYATQTS DETKWC P PDQLYNLHDFRS DETEHLVVEELVKERE )
PM THVAMOTS DETKWC PPDOLYNLHDFRS DEIEHLVVEELVEKRE a1

FIGURA 18 — Alinhamento da seqiiéncia dos residu®2B1 da proteina G do virus
rabico cepa ERA com diferentes cepas do viruseaBi¥ - Pasteur virus (acesso GenBank
n° M13215); HEP-Flury (acesso GenBank n°. AB0838Z8/S (acesso GenBank n°.
AJ506997); PM — Pitman Moore (acesso GenBank n872962). Os residuos idénticos
sdo mostrados em cinza e a o valor da identidaneeceepa ERA (acesso GenBank n°.
JO2293) é indicado para cada sequéncia alinhadapeptideos identificados pela
espectrometria de massa estdo sublinhados. Ossesserindicam epitopos lineares
previamente identificados (DIETZSCHOLD et al., 19EIJDEN et al., 1993; LUO et
al., 1997; MARISSEN et al., 2005).
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4.3 Ensaios de propriedades imunolégicas da rGERA%7281

4.3.1Immunoblotting

Para avaliar a reatividade da rGERA179-281 contargos induzidos pela vacina
anti-rdbica em individuos imunizados, a preparag@mercial de imunoglobulina anti-
rabica humana (HRIG Human Rabies Immune GlobulinBayRal5, Bayer), foi utilizada
como fonte denticorpo primario no ensaio ¢lemunoblotting

A padronizacdo das condicdes ideais (diluicdo dix@po primario e secundario,
tempo de incubacéo, tempo de blogueio da membfanegalizada por meio dBot Blot
(dados ndo mostradodA. diluicdo ideal do anticorpo priméario (HRIG) foed.:500 e do
secundario (anti-lgG humana conjugada com perogjdaigma) de 1:1000. Os anticorpos
foram diluidos em PBS-Tween 0,1% contendo leiteakasio a 1%, este ultimo adicionado
em todas as etapas, para evitar ligagdes inesgexifi

A HRIG claramente reagiu com a rGERA179-281, seotzbeervada uma banda com
massa molecular aparente de 14 kDa na membrandrdeetulose, apos revelagdo com

DAB, na presenca de peroxido de hidrogénio (Fig9ja
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FIGURA 19 — Caracterizacdo da rGERA179-281 pumunoblotting M = padrao de
massa molecular Pfestained SDS-PAGE Standards - Broad RanBmyrad); 1 =
imunoglobulina anti-rabica humana; 2 = soro coetrolegativo para raiva. Seta =
imunodeteccdo da rGERA179-281 (13,8 kDa) pela HRIG.

4.3.2 Inibic&do da atividade neutralizante da HRIG

Uma vez que a HRIG reconheceu a rGERA179-281morunoblotting tornou-se
interessante investigar se os anticorpos reageoi@so fragmento recombinante teriam
capacidade neutralizanpara o virus rabico.

Para essa determinacdo, a atividade neutralizantRdG foi avaliada na presenca
de diferentes quantidades de rGERA179-281, em wai@me inibicdo da neutralizacao.
Foi avaliado, dessa forma, a capacidade destaiipaatapturar os anticorpos neutralizantes

para o virus rabico, o que acarretaria numa dirpiimuna atividade neutralizante da HRIG.
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Foi observado que a rGERA179-281 foi capaz de iedutitulo neutralizante da
HRIG. Essa reducéo foi observada em todas as cwacéas de rGERA179-281 testadas
(Figura 20), sendo a maior reducdo (29%) compufnl da proteina (p < 0,01). E
importante salientar que o titulo neutralizanteHiRIG é 150 Ul/ml e que a reducédo de

29% corresponde a uma reducéao de 43,5 Ul/ml.

180

! ! !

150 142 142 150
ey 118 119 119 1?_5
120 - 106
100 -
80 -
60 -
40
20 -
0 - 1 i [ 1 , . [ .
0 20 10 5 2,5 1,25 0,63 0,32 0,16

[FGERA179-281] (ug/ml)

Atividade neutralizante HRIG (Ul/ml)

*p < 0,01
Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test /ANOVA

FIGURA 20 - Inibi¢cdo da atividade neutralizanteHRIG pela rGERA179-281. Os titulos
de anticorpos neutralizantes presentes na HRIGnfaleterminados pelo teste de SFIMT,
na presenca de diferentes concentracogg/m|) de rGERA179-281. Os dados
correspondem a média de trés experimentos indeptsde as barras correspondem ao
desvio padrao. Os asteriscos indicam significaastatistica (* = p < 0,01) pelo teste de
Tukey-Kramer Tukey-Kramer Multiple Comparisons TeANOVA).
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4.3.3 Determinacao do reconhecimento do virus r&bia forma nativa pelos anticorpos

induzidos pela rGERA179-281 por imunofluorescénamalireta

Uma vez determinada a capacidade da rGERA179-28%eelgar aos anticorpos
presentes na HRIG (Fig. 19) e, sobretudo de se diganticorpos neutralizantes, anti-G
(Fig.20), decidiu-se verificar se a imunizacdo dénais com rGERA179-281 tem a
capacidade de induzir a formacado de anticorposzeapde se ligar a forma infecciosa do
virus rabico. Assim, camundongos Balb/c foram imados (conforme descrito em
Materiais e Métodos no item 3.3) com a rGERA179;281Lima semana apoés a 42 dose,
foram coletadas amostras de soro e testadas pejaorele imunofluorescéncia indireta
frente as células N2A e BHK-21 previamente inféasacom o virus rabico cepa PV.

Conforme mostrado na Figura 21, focos fluorescetpesspondentes a grupos de

células N2A infectadas com o virus rabico foranedeidos.



84

FIGURA 21 — Imunofluorescéncia indireta em céluN®A infectadas com virus rabico
cepa PV. A = soro de camundongo imunizado com &RA&IF9-281 (diluicdo 1:10); B =

soro controle negativo (diluicdo 1:10); C = soro cEmundongo imunizado com a
rGERA179-281 (diluicdo 1:40); D = soro controle atgp (diluicdo 1:40). Células

visualizadas em microscoépio optico de imunoflucges@a (aumento de 400 X).

O mesmo procedimento foi realizado com células BHKinfectadas com o virus
rabico. O soro de camundongos imunizados com a AAE®R281 reconheceu o virus

rabico na forma nativa, sendo observados focos rdboentes na reacdo de
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imunofluorescéncia indireta (Figura 22).

FIGURA 22 — Imunofluorescéncia indireta em céllBatK-21 infectadas com virus rabico
cepa PV. A = soro de camundongo imunizado com &RA&AIF9-281 (diluicdo 1: 40); B =
soro controle negativo (diluicdo 1:40). Célulasusiizadas em microscopio Optico de
imunofluorescéncia (aumento de 400 X).

4.3.4 Determinagcdo da capacidade neutralizante daaticorpos induzidos pela

rGERA179-281

Para verificar se os anticorpos anti-rabicos ptesenos soros de camundongos
imunizados com rGERA179-281, detectados previameateacdo de imunofluorescéncia
indireta (Figuras 21 e 22), tinham capacidade abBp#inte, estes mesmos soros foram
analisados pelo método de SFIMSirfplified Fluorescent Inhibition Microtgstconforme
Favoretto et al. (1993), em que a capacidade #e&&uo de infeccdo celular € diretamente
proporcional a quantidade de anticorpos neutratizan

A imunoglobulina anti-rdbica humana - HRIG, que$0 um titulo neutralizante
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de 150 Ul/ml, foi utilizada como soro padrdo, pdeterminacéo dos titulos dos soros dos
camundongos.

Os titulos obtidos (identificados pelas letraide J) sdo mostrados na Tabela 3. Os
camundongos 1, 2 e 3 foram imunizados com 4 dose§&HRAL179-281, administradas
pela via i.p. em intervalos semanais. Uma semada api?® dose, amostras de soro foram
coletadas (A, B e C; tabela 3). Em seguida os arsifoeam desafiados (vi@ot-pad com
0 virus rabico cepa PV, sendo novamente coletadasteas de soro uma semana apos o
desafio (D, E e F).

Os camundongos 4 e 5 né&o foram imunizados com ERAG79-281, sendo
somente desafiados com o virus rabico. Os camuondoBge 7 foram o0s controles

negativos, ndo sendo imunizados com a rGERA17%28Im desafiados com o virus.
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TABELA 3 — Titulos dos soros dos camundongos ddtexdos pela soroneutralizacéo

SORO| ANIMAL IMUNIZADO COLETA DE SORO TITULO
A camundongo 1 1 semana apos a 4° dose 0,08 Ul/ml
rGERA179-281
B camundongo 2 1 semana apos a 4° dose 0,12 Ul/ml
rGERA179-281

C camundongo 3 1 semana apos a 4° dose 0,08 Ul/ml
da rGERA179-281

D camundongo 1 1 semana apos desafio > 10 Ul/ml
com virus rabico PV

E camundongo 2 1 semana apos desafio 7,5 Ul/ml
com virus rabico PV

F camundongo 3 1 semana apos desafio > 10 Ul/ml
com virus rabico PV

G camundongo 4 1 semana apos desafio > 10 Ul/ml

ndo imunizado com virus rabico PV
H camundongo 5 1 semana apos desafio > 10 Ul/ml
ndo imunizado com virus rabico PV
I camundongo 6 - < 0,08 Ul/ml
ndo imunizado nem desafiadp
J camundongo 7 - < 0,08 Ul/ml
ndo imunizado nem desafiado

Os camundongos imunizados com a rGERA179-281 (s&o8B e C) néo
apresentaram titulos neutralizantes. Uma semana apdesafio viral observou-se um
aumento significante nos titulos neutralizantedsd, E e F). Porém, valores elevados de
titulos neutralizantes também foram observados so®s dos camundongos nao
imunizados com a rtGERA179-281, uma semana apascalatéo viral (soros G e H).

Todos os camundongos, com excecao dos controlegivesy foram sacrificados
para producdo de anticorpos monoclonais anti-prateés (projeto de mestrado em
desenvolvimento no Laboratério de Imunologia Apleé&JFSC).

Embora o nimero de animais imunizados tenha sidozigo, foi interessante

observar que os sintomas clinicos ap0s o desafi efiam nitidamente distintos entre os
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animais imunizados com rGERA179-281 e nos anin@i$rales ndo imunizados. Nos trés

primeiros, apesar de dois deles apresentaram garatias patas traseiras, houve
recuperacao e nao houve nenhuma morte. Ja nos dangas que foram desafiados com o
virus rabico sem prévia imunizagdo, um morreu atmapresentava sintomas classicos da

doenca como pelos ericados e dificuldade sériaa®rocao, sendo entédo sacrificado.
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5 DISCUSSAO

5.1 Clonagem, expresséao, purificacdo e caracterizagda rGERA179-281

A proteina G do virus rabico € mediadora da ligagéovirus aos receptores
celulares e entrada na célula do hospedeiro, sengoco antigeno que induz anticorpos
neutralizantes contra o virus rabico (COX et @77 COLL, 1995). Dessa forma, estudos
estruturais e imunologicos desta proteina sédo tterea importancia, contribuindo para o
desenvolvimento de diversas aplicacdes biotecntddgicomo producdo de anticorpos
monoclonais neutralizantes anti-G, producdo de oglabulina anti-rabica para
terapéutica, desenvolvimento de vacinas de subdesda kits de diagnostico.

Diferentes estudos, por meio da tecnologia do DBi@embinante, possibilitaram a
expressao da proteina G de diferentes cepas @naisélulas de mamiferos, células de
inseto, plantas, leveduras e células bacterianBE VERTON et al., 1983; PREHAUD et
al., 1989; SAKAMOTO et al., 1999; ASHRAF et al.,0&) YOKOMIZO et al., 2007).

A expressdo de proteinas recombinanteskencoli € o método prevalente para
obtencéo dgrandes quantidades de proteinas funcionais wldz@&m pesquisas, na area
de biotecnologia e industria farmacéutiEanbora a expressdo de proteinas virais em
células bacterianas possa ser considerada de cisim sabe-se que proteinas glicosiladas
podem raramente ser expressas em bactérias, davalséncia de modificacdes pos-
traducionais enk. coli, como a glicosilacdo. Esta limitacdo pode intarfea estrutura

conformacional das proteinas recombinantes, pahtipnte nos sitios antigénicos
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conformacionais.

No entanto, diferentes epitopos lineares foramtifigados na regido central do
ectodominio da proteina G (BUNSCHOTEN et al.,, 198¥ETZSCHOLD et al., 1990;
HEIJDEN et al., 1993; Nl et al., 1995; LAFAY et,da996; LUO et al., 1997; MARISSEN
et al., 2005).

Neste estudo foi realizada a expressao de um fragmeesiduos 179-281) da
proteina G do virus rabico cepa ERA, denominadoR&E 9-281, compreendendo uma
regido contendo epitopos lineares, conforme obderma Figura 18. Essa regido contém
somente um sitio de glicosilacdo no aminoacidoasicgo 247 (TORDO, 1996).

O fragmento de interesse foi amplificado por PCRIizando-se iniciadores
especificos, a partir do plasmideo pSG5r.gpT43&rindo na sequéncia amplificada sitios
de restricdo para as enzimBanmH|l e Ndd. A clonagem utilizando duas enzimas de
restricdo diferentes (clonagem unidirecional) pbssu vantagem de diminuir a
probabilidade de auto-ligagdo do vetor de expressdmacdo do inserto em sentido
contrario, por resultar em extremidades nao-comgieanes no vetor, apos a digestdo. Esta
estratégia aumenta a eficiéncia do processo congaratilizacdo de uma Unica enzima.

O fragmento foi subclonado no vetor de expressablpth apdés uma sequéncia
codificante para os seguintes residuos de aminuEicMGS$HHHHHH SSGLVPRGSH
(sublinhado = seis histidinas na regido N-termdwlproteina a ser expressa antes do sitio
da trombina).

A insercao da seqUéncia correta do fragmento rary det expresséao foi confirmada
por sequenciamento de DNA, garantindo o sucessdodagem, obtendo-se o plasmideo

recombinante denominado pGERA179-281.
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Quando um RNA mensageiro (RNAm) de um gene hetgoot expresso erf.
coli, diferencas no uso de cédons desse microorgansmem impedir a traducdo. Isso
ocorre devido a demanda por um ou mais RNAs tratepares (RNAt) que podem ser
raros ou ausentes na bactéria, podendo ocasidédanmo da traducdo de forma prematura
ou falha na incorporacdo correta dos aminoacidaante a traducdo (KANE, 1995;
KURLAND; GALLANT, 1996).

Foram verificados 14 codons raros (13,5 % do tatalseqiéncia de nucleotideos
da rGERA179-281 obtida pelo sequenciamento de DAAnhagem deE. coli Rosetta
(Novagen) foi escolhida para expressédo da rGERABA9-pois possui um plasmideo de
resisténcia ao cloranfenic@RARE, contendo genes de RNALts para varios codons.raros

Novy et al. (2001) analisaram a expressao de wradir do plasminogénio tecidual
humano mutante, denominado vtPA (358 aminoacidogssen molecular de 40 kDa)
contendo 32 cddons raros (8,9 % do total), nasafjiphs deE. coli BL21(DE3),
BL21(DE3)pLysS e Rosetta. A analise por SDS-PAGEXxteato celular total mostrou que
a expressado do VtPA foi baixa, mas detectavel er@1BDE3) e ndo detectavel em
BL21(DE3)pLysS. Em contraste, a banda correspoedérnit a de maior intensidade
visualizada por SDS-PAGE, nas amostras provenielastéshagem Rosetta.

A expressaale proteinas heterélogas dm coli pode frequentemente promover a
formacdo de agregados insollveis da proteina, deados corpos de inclusdo
(VALLEJO; RINAS, 2004). Essa formacao depende da wérie de fatores, tais como: a
natureza intrinseca da proteina recombinante,aadedexpressao protéica, a concentracao

celular de intermediérios da proteina (enovelamamompleto), a composicédo e o pH do
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meio de cultivo, a temperatura de crescimentoaealizacdo celular da proteina expressa
(HOCKNEY, 1994; MARCO et al., 2005).

Neste estudo, foram testadas diferentes tempesatigainducdo da expressao
protéica na tentativa de obtencéo da proteinassadalivel, mas em todas as temperaturas,
a banda correspondente a proteina encontrava-$aseansollivel na analise por SDS-
PAGE.

Um protocolo baseado em Thomas e Baneyx (1997zarndo o resfriamento do
cultivo e adi¢cao de etanol antes da inducédo pel&IPi realizado. Quando a bactéka
coli é sujeita ao estresse, incluindo variacbes de terypa, exposicdo a solventes
organicos e acumulo de proteinas heterdlogas,tessime proteinas de choque térmico
(“heat-shock proteins — HSPs”) € aumentada na a;étdm o objetivo de reparar danos
celulares (NEIDHARDT; VANBOGELEN, 1987). Embora famc¢des celulares de muitas
HSPs ndo tenham sido ainda definidas, algumas s@becidas por sua atividade de
protease ATP-dependente e chaperonas moleculaROS, 1996). O etanol € um dos
mais importantes indutores de HSPsEntoli, podendo exercer um efeito benéfico para o
enovelamento de proteinas heterdlogas, pelo aummmteoncentracdo de chaperonas
moleculare§NEIDHARDT; VANBOGELEN, 1987; THOMAS; BANEYX, 1997)

Embora o etanol possa ser uma ferramenta imponanéepromover a solubilidade
de certas proteinas recombinantes, o solvente fgdbém promover a agregacdo do
polipeptideo alvo, possuindo um efeito divergerital efeito sugere que a influéncia
benéfica do etanol depende do mecanismo de enomefanda proteina heteréloga sob-

expressa, devendo ser avaliada caso a caso (THOBWWSEY X, 1997).
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A utilizacdo do etanol no protocolo de inducdo daressédo da rGERA179-281 nao
levou a solubilizacdo da proteina, sendo verificati@a banda de forte intensidade
correspondente a proteina na fragdo insoluvel, nddise por SDS-PAGE (Figura 16).
Dessa forma, foi decidido purificar a proteina gipdos corpos de incluséo.

A presenca de seis histidinas (que tém afinidadeigps metalicos) na regidao N-
terminal da proteina possibilitou a utilizacdo dantatografia de afinidade por ions
metélicos (Ctf) imobilizados, simplificando o processo de pudfido. Esse método, em
que fons metdlicos como ZnCu'?, ou Ni*? sdo imobilizados a uma matriz, é utilizado
para purificacdo de uma imensa variedade de pestegnpeptideos contendo cauda de
histidinas (“his-tag”) (SULKOWSKI, 1985).

Os residuos de histidina tem um pKa de aproximadeené,0 e tornam-se
protonados se o pH é reduzido (pH 4,5 a 5,3). Diessaa a proteina pode ser eluida por
um gradiente de pH em condi¢des desnaturantes.

Uma outra maneira de eluir a proteina de interésgela utilizacdo do imidazol,
analogo da histidina, que € um competidor de ligagés ions metélicos. Quando a
concentracdo de imidazol é aumentada (100 mM -r@Bl), a proteina de interesse se
dissocia dos ions metalicos, desligando-se daaeBiessa forma, a etapa de eluicdo pode
ser realizada utilizando-se um gradiente de coragi de imidazol.

Para solubilizacdo dos corpos de incluséo foizatilo o cloreto de guanidina 6M,
um forte agente desnaturante. A eluicdo da rGERAB29foi realizada utilizando-se um
gradiente de imidazol, sendo a proteina eluida emtampao fosfato de sédio (pH=8)
contendo imidazol a 250 mM. Esse método resultoeleimbes mais puras da rGERA179-

281 (menor numero de bandas protéicas inespegifpaando comparadas as eluicdes por
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um gradiente de pH.

As proteinas purificadas em condi¢cdes desnaturaoigsm ser usadas diretamente
ou, para fins especificos, seramnaturadas e sofrerem o0 enovelamento novamente, pa
assumirem suas estruturas conformacionais. O earmoeeto e renaturacdo da proteina
purificada podem ser realizados na propria colurtasada eluicdo com a proteina ainda
imobilizada (HOLZINGER et al., 1996) ou em soluc@or didlise (ESHAGHI et al.,
2005).

Como a rGERA179-281 é um fragmento da proteina Gides rabico, contendo
somente uma regido da proteina, o enovelamento agasgificagdo ndo foi realizado.
Além disso, o interesse nessa regido era refe@wgeepitopos lineares, ou seja, nao-
conformacionais. Porém, no decorrer das etapasratocplo utilizado para purificacao,
durante a troca para os tampdes de lavagem na@nclanturéia, os processos de
renaturacdo e enovelamento possivelmente tenhamidmaenquanto a proteina ainda
estava imobilizada na resina.

A determinacdo da concentracdo protéica foi reddizée acordo com o método
descrito por Bradford (1976). Foi obtido um bomdiemento protéico ao final do processo
de purificacdo: 16,2 mg/l de cultivo celular. O denento obtido na purificacdo de
proteinas ligadas a histidina a partir de corposndlkisdo geralmente € maior quando
comparado a purificagdo em condicfes nativas. rMdeira processo de desnaturacdo as
histidinas sdo completamente expostas, facilitantigacdo da proteina aos ions metalicos,
possibilitando assim uma maior recuperacao daipite interesse.

A identidade da rGERA179-281 foi determinada poionsa espectrometria de

massa. A digestdo triptica resultou em uma sériefragmentos cuja massa molar
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experimental foi determinada. Varios desses fragoseforam encontrados na sequéncia
primaria da proteina, obtendo-se uma cobertura 2% BFigura 18), confirmando a
identidade da proteina obtida.
Por meio do alinhamento da sequiéncia primaria deatidos da rGERA179-281

(cepa ERA, acesso n® JO2293, GenBank) com diferecepas do virus rabico, foi
observada uma elevada similaridade entre os resitit@ 281 da proteina G, inclusive na
regido dos epitopos lineares previamente idendifisapor Dietzschold et al. (1990),
Heijden et al. (1993), Luo et al. (1997) e Marisseal. (2005). Esse resultado € importante
para possivel utilizacdo da rGERA179-281 na pademdio de testes diagndsticos, sendo
que as cepas analisadas foram as principais cepasud rabico utilizadas na producgéo de
vacinas para uso humano e veterinario. Dessa fatevijo a elevada similaridade, é maior
a possibilidade de um anticorpo induzido contra waeina produzida a partir de outra

cepa viral, reconhecer a rGERA179-281.
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5.2 Ensaios de propriedades imunoldgicas da rtGERA27281

A capacidade dos anticorpos anti-rabicos totadyzidos pela vacina anti-rabica
em individuos imunizados em reconhecer a rGERABO-Zoi avaliada por
immunoblotting Para isso, foi utilizada a preparacdo de imwingina anti-rabica
humana — HRIGHuman Rabies Immune GlobulirBayRal5, Bayer).

A HRIG é produzida a partir do plasma de doadoresamos imunizados com a
vacina anti-rabica, sendo utilizada na profilaxéapbs-exposicdo ao virus. Além disso, a
HRIG é utilizada como soro padrdo na metodologiSEMT (FAVORETTO et al., 1993)
para determinacado do titulo de anticorpos neuénales no soro de animais humanos e ndo
humanos imunizados.

Neste estudo, a HRIG mostrou uma significante vielatile com a rGERA179-281,
conforme demonstrado na Figura 19. Esse resultagieres que epitopos lineares presentes
na proteina G previamente identificados (DIETZSCHBGC&t al., 1990; HEIJDEN et al.,
1993; LUO et al., 1997; MARISSEN et al., 2005) eservados entre diferentes cepas do
virus rabico, sdo provavelmente também reconhegediesHRIG.

Embora ndo especificado na ficha técnica da HRIBn qual cepa vacinal os
doadores foram imunizados, é razoavel presaor os individuos vacinados, cujos soros
foram utilizados para preparacdo da HRIG, tenhato snunizados com as cepas PM
(Pitman Moore) ou PV (Pasteur virus). Estas cepasas mais empregadas na producao de
vacinas para uso humano (NICHOLSON, 1996), enquantepa ERA é utilizada em
varios paises para producdo de vacinas atenuadasupa veterinario (WHO, 2004).

Conforme o esperado, devido ao alto grau de siihdde dessa regido (residuos 179-281)
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entre as principais cepas utilizadas na producdovat@nas, o reconhecimento da
rGERA179-281 pela HRIG, confirma que epitopos lieeapresentes na proteina
desnaturada (cepa ERA) sao reconhecidos por gobisanduzidos por outras cepas virais.

Em um estudo para investigar a resposta imune iaag@® anti-rdbica em caes e
coelhos, Johnson et al. (2002) expressaramEsoherichia coliquatro fragmentos da
proteina G do virus rabico cepa PV: residuos 1-128:227, 222-332 e 327-443. Os
animais foram imunizados com a vacina Rabisin (Me&nimal Health), produzida a partir
da cepa do virus rabico inativado Wistar G. S./ATesposta dominante dos anticorpos
induzidos pela vacina foi verificada por meio @emunoblotting utilizando-se os
fragmentos da proteina desnaturados. A respostarémlominantemente direcionada a
sitios ndo-conformacionais da regido entre osuwesidlanina-222 e valina-332 (cepa PV).

Vale ressaltar que no presente estudo a cepa P\ fgue apresentou maior
identidade com a cepa ERA (=98%), na andlise dohatento da seqiéncia de
aminoacidos da rGERA179-281 com outras cepas \(fFagsira 17).

Com o objetivo de investigar se o0s anticorpos gagiram contra a rGERA179-281
no immunoblottingeram capazes de neutralizar o virus rébico, fdizado um ensaio de
inibicdo da atividade neutralizante. Conforme naakdr na Figura 19, quando diferentes
concentracdes da rGERA179-281 foram simultaneameat®adas com a HRIG, pode-se
observar uma reducdo mensuravel da atividade featrte. Dessa forma, anticorpos
neutralizantes presentes na HRIG foram capturadsa pGERA179-281, levando a
diminuicéo do titulo neutralizante da HRIG.

A maior queda do titulo neutralizante (29% = 43,Bnll) foi observada na

concentracao de 10pg/ml da rGERA179-281, ocorremd@umento progressivo no titulo
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neutralizante, conforme a diminuicdo na concentraigaproteina. No estudo de Johnson et
al. (2002), também foi realizado um ensaio de caigge utilizando-se o soro de coelhos e
cdes imunizados e o fragmento recombinante entesnisoacidos 222 e 322 da cepa PV
do virus rabico, expresso dm coli. A reducao no titulo neutralizante do soro delto&bi
de 42,4% e no soro de cao 24%. Essa regiao exppessdhnson et al. (2002), assim
como a rGERA179-281, compreendem 0s epitopos ésgareviamente identificados por
Dietzschold et al. (1990), Heijden et al. (1993)plet al. (1997) e Marissen et al. (2005).
Com o objetivo de produzir imunoglobulina anti-&iem ovos (IgY), galinhas
poedeiras foram imunizadas por Motoi et al. (208N um fragmento da proteina G do
virus rabico cepa CVS-11, entre os aminoacidos&800, expressa ek coli. O titulo
neutralizante dos anticorpos induzidos pelo fragmém de 9,9 Ul/ml. Foi realizado um
ensaio de competicdo da atividade neutralizanteibisndo-se os anticorpos purificados
com um peptideo sintético correspondendo a ummpliioear, identificado por Heijden et
al. (1993), entre os aminoéacidos 260 a 267 (LHDFRSB\pOs a adicdo de 10-20 pg/ml
do peptideo LHDFRSDE na reacdo, foi observada unmaindicdo da atividade
neutralizante do soro em aproximadamente 80% (MQ&E@I., 2005). Este epitopo linear
esta presente na sequéncia primaria da rGERA179@8forme destacado na Figura 17.
Como as caracteristicas de antigenicidade (camiEidie um antigeno ser
reconhecido por anticorpos especificos) nem sesgweoincidentes com as caracteristicas
de imunogenicidade (capacidade de um antigeno iindora resposta imune completa)
(ABBAS; LICHTMAN, 2007), o passo seguinte desteudstfoi verificar se a rtGERA179-
281 era capaz de induzir anticorpos capazes dehecer a forma infecciosa do virus

rabico.Assim, amostras de soro de camundongos imuniza@tosrtGERA179-281 foram
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testados por meio da reacdo de imunofluorescéndieeta. Tanto em células N2A como
BHK-21 infectadas com o virus rabico cepa PV paesbservar antigenos virais
fluorescentes, sugerindo que anticorpos anti-rGERAAB1 ligaram-se a proteina G nativa
do virus rabico.

De forma semelhante, os anticorpos produzidos ey dg galinha por Motoi et al.
(2005) contra a regiao 201-300 da cepa CVS-11 szpremE. coli foram capazes de
reconhecer células N2A infectadas com o virus dalgior imunofluorescéncia indireta.

Atualmente, as vacinas anti-rabicas disponiveia pap humano e veterinario sao
produzidas a partir de virus inativado, produzido erebro de animais e em cultura de
células. A vacina produzida em cultura de célulpgesenta uma melhor eficacia e
seguranca comparada a produzida em cérebros daisnifectados. Porém, apresentam
um custo elevado para suprir o uso profilatico eatsgs em desenvolvimento, além de
oferecer riscos biolégicos devido ao manuseio dedg quantidade de virus no processo
de producdo. Consequentemente tem-se procuradsivaeente desenvolver novos tipos
de vacina anti-rabica de baixo custo, apresentafadcia e seguranca, evitando a
manipulacdo de material infeccioso (SAKAMOTO et 4899; MORIMOTO et al., 2001).

A engenharia genética, por possibilitar a clonagengenes virais em organismos
procariéticos e eucaridticos, representa uma fopmanissora de desenvolvimento de
novas vacinas anti-rabicas. Devido a propried@denda Unica proteina viral, a proteina G,
ser capaz de induzir imunidade protetora em anjnuiv®ersos estudos de obtencdo da
proteina em diferentes sistemas de expressaodpaemvolvimento de uma nova vacina,
foram realizados nos ultimos anos (YELVERTON et 4883; PREHAUD et al., 1989;

SAKAMOTO et al., 1999; ASHRAF et al., 2005; YOKOMIXZet al., 2007).
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Neste estudo, para avaliar a capacidade de indigaaticorpos neutralizantes pela
rGERA179-281, foram determinados os titulos neattates do soro dos camundongos
imunizados com a proteina recombinante, pelo métdSFIMT (FAVORETTO et al.,
1993). Nao foi verificada inducdo de titulos neligeantes acima de 0,5 Ul/ml, valor
recomendado pela OMS como indicio de protecdo (\\2004).

Em outros estudos, analogos da proteina G obtidiss gxpressao da sequéncia
completa de aminoacidos el. coli, também ndo mostraram a atividade protetora
esperada, embora as proteinas obtidas tenham estidahecidas pelo anti-soro contra a
proteina G do virus na forma nativa (LATHE et d984; MALEK et al., 1984).
Provavelmente isso tenha ocorriqeela auséncia de modificacdo pds-traducional
apropriada (glicosilacao, por exemplo) Emcoli (YELVERTON et al., 1983).

Duas formas anélogas glicosiladas da proteina @rf@roduzidas em leveduras,
uma correspondendo a proteina inteira, denomin@d4 §6 kDa) e outra sem a porgéo C-
terminal, denominada yGll (56 kDa). A forma yGlgaacom anticorpo anti-G policlonal,
mas ndo com anticorpo monoclonal anti-G especifi@@ um epitopo conformacional,
enquanto a yGll foi normalmente reconhecida pelass danticorpos. Quanto as
propriedades imunogénicas, yGll induziu imunidad&giora em porcos, enquanto a yGl
nao apresentou essa propriedade em porcos e cangasd@AKAMOTO et al, 1999).

Recentemente, porém, baseados na identificacaoitiepes lineares na regido
central do ectodominio da proteina G, Motoi et @005) expressaram a regiao
compreendida entre os aminoacidos 201 a 300 da@épall emE. coli. A imunizacao
de galinhas com este fragmento induziu a formagéamticorpos neutralizantes. Os

anticorpos purificados a partir da gema dos ovadecwam protecdo a camundongos,
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quando administrados logo apos o desafio viralepacCVS-11 apresenta potencial sitio
de glicosilagdo no aminoacido na posicao 204.

A rGERA179-281, proveniente da cepa ERA, possui patencial sitio de
glicosilagdo no aminoacido na posicdo 247 e senaoessarios estudos especificos para se
verificar a importancia da glicosilacdo nessa mg@ara a imunogenicidade deste
fragmento recombinante.

Uma observagéo interessante no decorrer desteoefstud diferenca de sintomas
clinicos observados entre os camundongos imunizados a rGERA179-281 e o0s
controles negativos ap0s o desafio viral, embaasaio tenha envolvido poucos animais e
ndo tenha sido realizado para este fim especisarés camundongos imunizados com a
rGERA179-281 ndo morreram apos o desafio viralue permite vislumbrar a utilizacao
desta proteina recombinante como antigeno vactasaios empregando diferentes
concentracdes, vias de inoculacdo, nimero e iltsrvantre as doses e adicdo de
adjuvantes, poderiam levar a inducdo de anticorgasralizantes, ndo observados neste
estudo.

Em adicdo aos anticorpos neutralizantes, consideras maiores efetores da
resposta imune contra a raiva (COX et al., 1978lylas T CD4+ e CD8+ especificos para
antigenos do virus rabico (DIETZSCHOLD; ERTL, 19943sim como mecanismos de
imunidade inata (HOOPER et al., 1998) tem um pappbrtante na defesa imunolégica

contra a raiva, devendo ser levados em considemndstudos de resposta imunoldgica.
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6 CONCLUSOES

v O fragmento de DNA correspondente a parte da ma@té& entre os
aminoacidos 179 e 281 foi amplificado a partir thsmideo pSG5r.gpT434;

v' O fragmento amplificado por PCR foi subclonado mtov de expressao
pET-14b;

v A sequéncia foi inserida corretamente no vetor dpressdo, sendo
confirmada por meio do sequenciamento de DNA;

v A proteina recombinante, denominada rGERA179-28ileXpressa erk.
coli cepa Rosetta, sendo visualizada uma banda de ifdglesidade na
regido de 14 kDa na fracdo insoluvel na analiseSp8-PAGE;

v A proteina recombinante foi solubilizada a partis d¢orpos de inclusdo e
purificada por cromatografia de afinidade por iomstalicos imobilizados
(IMAC), obtendo-se um rendimento de 16l de cultivo celular;

v' A caracterizacdo da rGERA179-281 foi realizada espectrometria de
massa, obtendo-se uma cobertura de 52% da sequémoidica,
confirmando a identidade da proteina,

v' Os anticorpos anti-rabicos totais presentes naapgefio comercial de
imunoglobulina humana anti-rabica humana (HRIG)onbeceram a
rGERA179-281 por meio denmunoblotting

v A proteina rGERA179-281 foi reconhecida por anfosr anti-rabicos
neutralizantes presentes no soro de individuos imados (HRIG), no

ensaio de inibicdo, diminuindo significativamentatavidade neutralizante
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da HRIG;

Os anticorpos induzidos pela imunizacdo de camuwwooom rGERA179-
281 reconheceram o virus rabico na forma nativda peacdo de
imunofluorescéncia indireta sobre as células iaftas;

Os titulos de anticorpos neutralizantes induzidem eamundongos
imunizados com rGERA179-281, nas condi¢cdes destel@snao foi maior
gue 0,5 Ul/ml, valor minimo recomendado para confaotecdo contra o

virus rabico.
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7 PERSPECTIVAS

v Investigar se a rGERA179-281 é reconhecida porssate diferentes
espécies de animais, imunizados com diferentes cguanais;

v Produzir anticorpos monoclonais anti-G;

v' Padronizarkits para quantificacdo de proteina G em lotes de ®acin
humanas e veterinarias;

v' Padronizarkits (ELISA, aglutinacdo em latex) para quantificacde d
anticorpos neutralizantes em soros de animaises seimanos vacinados;

v' Realizar estudos mais detalhados sobre a imunodade da rGERA179-
281, empregando-se diferentes quantidades, vidaodelacdo, numero e

intervalo entre as doses e adicdo de adjuvantes.
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APENDICE A - Protocolo para obtengéo de bactériasompetentes

- Todos os procedimentos devem ser realizados ero uminar;
- O cloreto de célcio e os recipientes para dividiraiquotas (eppendorf) devem
estar frios. Para isso deixar em geladeira porxaparamente 15h.

1) Pegar as bactérias no freezer a - 80°C;

2) Realizar uma semeadura das bactéria por esgotamentouma placa de Petri
contendo o antibiético apropriado;

3) Colocar a placa na estufa a 37°C por 15 h paraioresto das bactérias;

4) A partir de uma Unica coldnia (isolada) provenieteplaca, fazer um cultivo em
50 ml de meio LB (Luria-Bertani) autoclavado a 3786 umshakera 140 rpm;

5) Acompanhar o crescimento bacteriano por meio daidade 6ptica (D. O.) a 600
nm;

6) Quando a D. O. a 600 nm atingir 0,2-0,4 passar@stampara um tubo Falcon;

7) Centrifugar a 3500 rpm por 10 min a 4°C e dispeasambrenadante;

8) Adicionar 25 ml de CaGD,1M (“que deve estar frio”) e suspender a amostra;

9) Deixar a amostra em banho de gelo por 1h;

10)Suspender a amostra tomando cuidado para ndo doatam

11)Centrifugar a amostra a 3500 rpm por 10 min e dispeo sobrenadante;

12)Adicionar 5 ml de CaCl2 0,1M (*frio”) + glicerol 2@ (para isso diluir o glicerol
em CaCj 0,1M) e suspender a amostra;

13)Deixar a amostra em banho de gelo por 30 min;

14)Dividir em aliquotas de 150 pl e guardar no freez€30°C.



