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A bovinocultura brasileira apresenta um plantel de 
animais, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e IBGE, 
2009). Conforme a Food and Agriculture Organization (FAO)
exportador (  e o segundo maior produtor de carne bovina 
do mundo (SCHLESINGER, 2010). Devido   medidas 
de hig   animal e a 

 (KOTAIT, 2009). 

D rovocar   
animal. Dentre elas destaca-se a raiva, uma importante que ataca o sistema 
nervoso central (SNC) e de grande nos rebanhos do Brasil (SANCHES, 
et al. 2000; LUCENA & PIEREZAN, 2010). A enfermidade acomete principalmente 

 incluindo o homem, sendo t
 (SOUZA, 2008). A 

Desmodus rotundus representa o principal transmissor do 
,  nas 

(NOVAIS & ZAPPA, 2008). As  mais importantes encontradas 
no Brasil acometem , causando 
bovinos KOTAIT, 2000).  

 (RABV), possui RNA de fita 
simples, linear, polaridade negativa, e  (SOUZA, et. al. 2008; 
KOTAIT
polimerase: o 

mais a polimerase (L) (ROSS et al 2007; SOUZA et al 2008; KOTAIT, 2009; 
WARREL et al., 2004). ocorre no local da 
mordedura, sendo este o inicio do , 
difunde-

, principalmente, 
saliva (KOTAIT, 2000). 

-
viral Em 

aos demais componentes estruturais, demonstra-
 e 

neutralizantes. Gp-G atua como receptor em 
receptores celulares, como o receptor de 



neurotrofinas p75 (ROSS, et al. 2007). A Gp-G de  apresenta portanto, 
potencial claro para o desenvolvimento de vacinas recombinantes, a

o-organismos  e sua 
 

possibilidade da reversibilidade da patogenicidade do micro-
torna-se uma alternativa eficaz, 

pois possui uma  e 
neces  

No presente estudo, foi utilizado  Pichia 
pastoris na da  rGp-G
simples em -
traducionais, e liberadas no meio extracelular. Esta 

 metanol como fonte de carbono, sendo regulada pelo promotor AOX1 
(TORRES & MORAES, 2000). Nesse contexto foram estudadas diferentes 

de 1%, 3%, e 5%, para avaliar a 
durante 168h , com o objetivo de detectar o  em 

 

2 METODOLOGIA ( ) 

Os experimentos foram conduzidos em agitador orbital, em temperatura 
A partir 

de uma amostra de P. pastoris transformada com o gene da Gp-G inoculou-se 10 
mL de meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) yer de 100mL ( -

).  foi realizado transferindo os 10mL ( - ) para 
 (Buffered Glycerol-complex 

).  foi dividida em duas etapas: fase de crescimento celular e 

celular foi iniciada inoculando-se 20mL em 200mL de meio BMGY, sendo este 
1L. 

quando o glicerol do meio de crescimento celular foi totalmente consumido (24h de 
cultivo) (meio BMMY-Buffered Methanol-complex Medium) foi 

 

finais de 1%, 3% e 5% de metanol, respectivamente. A fase de 
mantida por 7 dias  coletadas amostras a 

 

a Gp-G 
Dot Blotting, com o uso de membrana de nitrocelulose (PVDF Transfer 

membrane  Amersham Hybond-P, GE Healthcare). A membrana foi preparada com 
PBS 1X (Phosphate Buffered Saline), metanol e  De cada amostra, 
foram analisados A membrana foi o em 

 em agitador orbital, foi utilizado soro hiperimune de coelho 
(1:100) e incubado a temperatura ambiente por 1 h a membrana ser lavada,   
adicionou-se anticorpo anti-coelho (1:8000). A cada etapa a membrana foi lavada 



com PBS-T por cinco vezes. brana foi feita com pastilhas DAB 
(SigmaFast DAB with metal enhancer) solubilizadas  

 

A P. pastoris transformada com o gene Gp-G de 
Rabies virus foi realizada ao longo de 168 Dot 
blotting (figura 1). 

  
metanol, expressou a rGp-G de modo constante durante o processo fermentativo, 
sendo menor somente as 48h. N

foi detectada  72h, apresentando um pi h, 
que se manteve constante h declinando as 168h. A 5% de metanol, a 

-se 
 

168h.  

 

 

Figura 1: Dot blotting. -G 
h a 168h. 

, 
pois, em grandes quantidades, o metanol revela- -organismo, 
imp   

4  

promissores  1%, 3% e 5%. Sugere-se a partir 
d or Dot Blotting neste estudo, que a 

tempos, 
revelando-  de rGp-G. 
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