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11 NTRO DU 80

A bovinocultura brasileira apresenta um plantel de 205,2 2 m | h 6S
animais, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Bdati s IBGE, a (
2009). Conforme a Food and Agriculture Organization (FAO), o Basi | e om
exportador (2,5 m | hdes d e ebam seguhdd ehaior produdor de carne bovina
do mundo (SCHLESINGER, 2010). Devido a inport &nci ades @ at i rnedidas a
de higieni zagdoe cont ro £k daeesnc i @& absaupe aninzal e a
mininzagéo depeds ecmdricas ne ste gr a (KOTAIT, 2009).

a

Diversas doecasséo ks pon 8v rovoca preju ai gaud ee
animal. Dentre elas destaca-se a raiva, uma importante doen  queg ataca o sistema
nervoso central (SNC) e de grande preval & ©inos rebanhos do Brasil (SANCHES,
et al. 2000; LUCENA & PIEREZAN, 2010). A enfermidade acomete principalmente
ma rife osinclyindo o homem, sendo tran sriti @& pela inccul ac a d o Vv
coiidona salia de aninmal in £ec tad oa t (SOUZA, 2008). A
espec ieDesmodus rotundus representa o principal reser\at O transmiss@& do
vir , davsdo a abunddc ia des € nas regi @ sk explo ra @&o pe a
(NOVAIS & ZAPPA, 2008). As duas var art es nhis impertames encontradas
no Brasil acometem cées, gat os e ,dausandaafema fuiosa d ad o en
bovinos ocai onado afanma @ al iti a KOTAIE, 2000).

O\irug prter en & Rabiee g r (RABV), possuid&RNA de fita
simples, linear, polaridade negativa, e ndo sgm et AOUZA, et. al. 2008;
KOTAIT, 2009). Sua estruturaé organizad ap o ga t r
polimerase: 0 nucle@apsi deo éformado el o a tdo nu
nucl eoprotd na(N), fosf oproteina (B, di c op ot e ina
mais a polimerase (L) (ROSS et al 2007; SOUZA et al 2008; KOTAIT, 2009;
WARREL et al.,, 2004). A nitiplic ga oidusa @i owarre no local da
mordedura, sendo este o inicio do pe i odo dein cubacag cCo mo pa s
difunde-se para os revos perif&i es d i rgi nd 0 ps t er o
muti pl icacdo, ha a di ssen raca o] d v ir s aos , pringpalmente,
glédrdulassa i v andes a éiminao dosalival (KOTAIT, 2900).

A ¢iapr d ei -@) é&prificifpa responsa ve |Ipe lap
viral at uando nainvasdy trangorteedi ss eni ac a \ Em
CO npar aos dednais componentes estruturais, demonstra-se cono o an +tg e
commior capacid ae i mpooe ddemmmte daindu @o de an t
neutralizantes. Gp-G atua como receptor através da aes®d @ vir s em r
receptores celulares, como o receptor de ni @tinicoe actil ol ina e ec pt
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neurotrofinas p” (ROSS, et al. 2007). A Gp-G de Rabies Vv r apmsenta portanto,
potencial claro para o desenvolvimento de vacinas recombinantes, através da
insercdo de seu ge B  BIOrganismosngue exp essad e baespa b [
util i zacd comoi mn @ \adnas atud nerte dispo mv €s pa or
cortrard \a sGo obt i das atravésda at eruagc & o na t [
necesi dad da nani pul acd odd vi us pa t thioe, noca 9 d
atenua ¢ apossibiledade da reversibilidade da patogenicidade do micro-
organisw. A produgao de vV ai n as forna-se uma afternativa eficaz,

pois possui uma conpsi ¢cdéo o©on e ptadw d emarga es ca h, co h
necessaios aj wariesp aa se us u

No presente estudo, foi utilizado conosi stena de exPiphiae s
pastoris na expres € ohdea o lda prgte inaGp-G, pr depead er té ¢ ni
simples em sua maip ul ago , césenvdver madi fc ad e -
traducionais, e sua dta praiga o] d liberadano meio extracelular. Esta
levedura reti | otr of ta atraposi @o daenzma Ac ol Ox ha i s
atdiliz aipetard| camafonte de carbono, sendo regulada pelo promotor AOX1
(TORRES & MORAES, 2000). Nesse contexto foram estudadas diferentes
cone@nt r agdes d denl®, B%,® 5%, para hvaliar a expressédoda pr be na
durante 168h de i nd ¢ § cora o objetivo de detectar o pagiod o eonent m¢ end
que h a umma or apro ve ta mnmand® exp es éio

2 METODOLOGIA (MATERAL E ME TD ©

Os experimentos foram conduzidos em agitador orbital, em temperatura
de28C omtenp de cutivoemcd a e &ap a de A pagir
de uma amostra de P. pastoris transformada com o gene da Gp-G inoculou-se 10
mL de meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) embdédo [EI ywemde 100mL (pr - e
inbc ). @lpreparod o da reéatizado transferindo os 10mL (pr -in6cé ) pah o
bd & wunét rico de 500 in, co he n(Buffered Glycerol-complex
Médi ap. A ferne ntfoi dav@dida em duas etapas: fase de crescimento celular e
fase de i ndudo da express®d da prot ein ah ¢e 0l o] g
celular foi iniciada inoculando-se 20mL em 200mL de meio BMGY, sendo este
proces® realizado parat €s ba be 1L. Asfesedeiniga o] Di inik
guando o glicerol do meio de crescimento celular foi totalmente consumido (24h de
cultivo). Aad¢cadd em ¢ dmed BMMY-Buffered Methanol-complex Medium) foi
redi zadaemperiabs @ Zh de sendoaprineiraal icd oc m n
dilui do Fa am@ipl icados 2nk, 6nk e 10rh n al &s %
conentr gd firemis de 1%, 3% e 5% de metanol, respectivamente. A fase de
indugp f o maintida por 7 dias. Mrareeste pr bd odoletadas amostras a
cah lwdaio @ ind ga o}

Paaavd i agcdo da exa EpiCeas arndr as dora m gab met d
téani @ 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 agua s t iDe dada amostra,
foram analisados 8uL A membrana foi bl oquea & cam leite e mp 60 em b
agwm cdila da el ggitador forbital, foi wtilizado soro hiperimune de coelho
(1:100) e incubado a temperatura ambiente por 1 h; ap a membrana ser lavada,
adicionou-se anticorpo anti-coelho (1:8000). A cada etapa a membrana foi lavada
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com PBS-T por cinco vezes. Arevel £d od  a bmama foi feita com pastilhas DAB
(SigmaFast DAB with metal enhancer) solubilizadas emagua de st la d a.

3 RESUWOS ED ISC 8BS A o

A indugédodoc Uit ivi®. mhetoris transformada com o gene Gp-G de
Rabies virus foi realizada ao longo de 168 h e a expressao det K adDot at

blotting (figura 1). Obser varos que & trés ancentr g6 e 4 m
expresséada p rote in ar e cAibhdug aio comeentmacgao e 1% de n
metanol, expressou a rGp-G de modo constante durante o processo fermentativo,

sendo menor somente as 48h. Nai ndu¢ a0 c an3 % d amex@tea sa od
prote foi detectala as 72h, apresentando um pico de expr esdo a prh,t ir d
gue se manteve constante até h dektlinaddo as 168h. A 5% de metanol, a

expres sao nee iddricr sy oUrascorcetrgdes , p fn Cp a

06h entretantoa expressfio ore se ho u um asderdsa € 3
168h.

et
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Figura 1. Dot blotting. A figura representa a e xpr eGnasdferentes co me ntr ad
Md and nope 1 o doh a 168h. 4 8

A corcent ragao 5% denet anol pock na ot er 6 , €
pois, em grandes quantidades, o metanol revela-se tOxi ©® @ morganismo,
impossibhlitand o o cresci nerto e o] ds e nv dexpres €90

~

4 CONCL us @A

A expresd heterdoga dagliopr be ha G d e
promissores nas trés corcerira e s d — 1%, 3% e ¥. Sugere-se a partir
da ardl isedos ni e iexprkessio eob or bat Blotsng meste estudo, que a
conentracédo & 1%apesenta ua c on ©6&a n tee tenmypos,
revelando-se cono a de maior poterdal pa BD r de rGp-G.
Fuu ranent e ser do desewvol Vi ds es U paacado desta p ot e i

corii nuidace ra construgcédo d eu @ ®cC i
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