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RESUMO

BARBOSA, F. F.Expressédo do ectodominio da glicoproteina do virus da raiva em células
de inseto (Drosophila melanogaster Schneider 2) 2018. 78f. Dissertacdo — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

A raiva € uma doenca tropical negligenciada (DTN) que acomete humanos, mamiferos
silvestres e domésticos, cuja taxa de mortalidade mundial atinge aproximadamente 60.000
mortes humanas ao ano, 0 que a caracteriza como um sério problema de saude publica,
representando um grande impacto em popula¢des mais vulneraveis, devido, principalmente, a
facil propagacdo de seu agente. O genoma do Lissavirus da raiva (RABV) codifica uma
molécula glicoproteica, a RVGP (do inglés Rabies Lissavirus Glycoprotein), cuja porcao
exposta na superficie da membrana do virus (chamada ectodominio) € capaz de aderir a célula
hospedeira e, como consequéncia deste processo, induzir a formacdo de anticorpos
neutralizantes. Um controle efetivo frente a esta DTN pode ser alcangado quando abordagens
em salde publica sdo trabalhadas desenvolvendo, por exemplo, vacinas preventivas. Apesar
do investimento, o controle da doenca ndo tem sido o suficiente para conter sua distribuicéo.
Desta forma, este projeto teve por objetivo otimizar a produgdo da molécula RVGP a partir do
uso de sua porcdo antigénica, o ectodominio, obtendo assim uma proteina heteréloga
secretada. Para isso, foi utilizado um sistema de expressdo de proteinas recombinantes
baseado em células de inseto (Drosophila melanogaster Schneider 2 - S2), capaz de sintetizar
de forma indutivel esta molécula com possibilidade de desempenhar sua fungdo bioldgica,
contendo os epitopos antigénicos do lissavirus da raiva. A linhagem celular obtida através de
transfeccdo com o agente Lipofectamine® 2000 foi denominada S2MTBip_RVGP-ecto e
expressa 0 ectodominio da glicoproteina do virus da raiva de forma secretada em diferentes
condicBes de inducdo e tempos de coleta. A proteina foi detectada por analises de Dot
blotting, Western blotting e quantificada por ELISA. Os resultados mostram a presenca de
uma banda correspondente a massa molecular de aproximadamente 51 kDa, presentes no
sobrenadante das culturas, reconhecida por anticorpos monoclonais (C75 e D1) e soro. A
subclonagem da populacdo inicial de S2MTBip_RVGP-ecto permitiram a selecdo de uma
subpopulacdo recombinante (S2MTBip_RVGP-ectoG5), capaz de produzir mais rRVGP-ecto,

sugerindo que os valores obtidos da proteina recombinante ainda podem ser melhorados.
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ABSTRACT

BARBOSA, F. F.Expression of rabies virus glycoprotein ectodomain in insect cells
(Drosophila melanogaster Schneider 2) 2018.78p. Dissertation (Masters thesis in
Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo,
2018.

Rabies is a neglected tropical disease (NTD) that affects humans, wild and domestic
mammals, whose mortality rate reaches approximately 60,000 human deaths each year. The
rabies characterizes it as a serious public health problem, representing a major impact on
vulnerable populations, mainly due to the easy spread of its agent. The Rabies Lissavirus
genome (RABV) encodes a glycoprotein molecule, the RVGP (Rabies Lissavirus
Glycoprotein), whose portion exposed on the surface of the virus membrane (called
ectodomain) is able to adhere to the host cell and as a consequence of this process, induce the
formation of neutralizing antibodies. Effective control of this NTD can be achieved when
public health approaches are assured by developing, for example, preventive vaccines.
Despite the investment, the control of the disease has not been enough to contain its
distribution. Thus, this project aimed to optimize the production of the RVGP molecule from
the use of its antigenic portion, the ectodomain, obtaining a heterologous protein of soluble
character. For this, we used a recombinant protein expression system based on insect cells
(Drosophila melanogaster Schneider 2 - S2), able to synthesize this molecule with the
possibility of performing its biological function, containing the antigenic epitopes of rabies
lissavirus. The cell population obtained by transfection with the agent Lipofectamine® 2000
was named S2MTBIip_RVGP-ecto and express the ectodomain of the rabies virus
glycoprotein in soluble form under different induction conditions and sampling times. Protein
was detected by Dot blotting, Western blotting and quantified by ELISA. The results revealed
the presence of a molecular weight band of approximately 51 kDa, recognized by monoclonal
antibodies (C75 and D1) in culture supernatant. The subpopulation selection increased the
rRVGP-ecto expression in relation to the population, suggesting the possibility of

optimization of the production.
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1 INTRODUCAO

Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) sdo um grupo de doencas endémicas, cuja
prevaléncia se da em regibes tropicais devido a facil disseminacdo e propagacdo de seus
agentes. Essas doengas representam sérios problemas de satde publica, com grande impacto
em populagdes mundiais mais vulneraveis, atingindo principalmente paises da Africa, Asia e
América Latina (NORRIS et al., 2012).

A raiva é considerada uma DTN antiga que desperta o interesse da sociedade devido a
severidade de seus sintomas e sua fatalidade. Apesar de todo conhecimento acumulado e
todos o0s avancos em torno da tentativa de contencé@o da doenca, muito ainda precisa ser feito,
visto que o contagio pelo lissavirus da raiva (RABV) atinge desde mamiferos silvestres e
domesticos até humanos (60.000 mortes humanas/ano no mundo) (FAO, 2018; WALLACE et
al., 2017; GENZ et al., 2012; ERTL, 2009).

Embora as vacinas classicas contra a raiva sejam eficientes ainda existe o interesse em
se desenvolver novas tecnologias para obtengdo de vacinas mais imunogénicas, aperfeicoando
0 processo de producdo e visando o desenvolvimento tecnolégico com justificativa em fatores
como biosseguranca e eficiéncia vacinal (ZHU et al., 2015; SAKAMOTO et al., 1999).

Um controle efetivo frente a esta DTN pode ser alcancado quando abordagens em
salde publica sdo trabalhadas desenvolvendo, por exemplo, vacinas preventivas, opcoes de
tratamento mais acessiveis ou até mesmo teste diagnosticos mais rapidos. O investimento
cientifico e financeiro ndo tem sido suficiente para conter a distribuicdo da doenca, o que
destaca a necessidade de obtencdo de novos produtos biotecnolégicos mais seguros e de
menor custo capaz suprir as demandas de paises com maior taxa de mortalidade pela doenca.

O lissavirus da raiva possui genoma que codifica cinco proteinas e dentre elas, a
glicoproteina RVGP. Essa proteina é capaz de mediar a adeséo do virus a célula hospedeira e
induzir resposta por anticorpos neutralizantes. Acredita-se que a por¢do da RVGP associada
ao desenvolvimento dessas atividades seja o ectodominio (regido exposta na superficie da
membrana viral) por conta da presenca de epitopos antigénicos e também imunogénicos,
quando a molécula é expressa na conformacéo correta (ASTRAY; JORGE; PEREIRA, 2017).
Diferentes propostas de proteinas recombinantes envolvendo a glicoproteina da raiva, RVGP,
ja foram estudadas, na tentativa de desenvolver vacinas de subunidades (KORAKA et al.,
2014; WUNNER et al., 1983), produzir particulas semelhante a virus- VLPs (FONTANA et
al., 2014), promover a atenuagdo do virus através de modificagcGes provindas de recombinacéo
génica (LI et al., 2015; DIETZSCHOLD; SCHNELL, 2002) ou construir quimeras utilizando



a proteina RVGP como antigeno (AMANN et al., 2013; CHEN et al., 2013). A concepc¢ao de
uma RVGP secretada também ja foi alvo de estudos, sendo estas obtidas a partir de diversos
tipos de sistemas de expressao como leveduras (QIAN et al., 2013), células de mamifero
(GAUDIN et al., 1999) e de inseto (SISSOEFF et al., 2005).

A equipe do Laboratorio de Imunologia Viral tem estudado a expressdo da RVGP em
diferentes sistemas, como células de insetos e mamiferos. Por ser uma proteina de membrana,
ha grande dificuldade técnica em solubilizd-la e purifica-la, impedindo estudos mais
aprofundados de imunogenicidade. Assim, nossa proposta neste trabalho foi otimizar a
producdo da molécula RVGP utilizando apenas a por¢do do ectodominio, gerando uma
proteina heter6loga secretada para o meio de cultura, para que projetos posteriores de
caracterizacdo, purificacdo e imunizagdo possam ser realizados e facilitados. Para tal, utilizou-
se um sistema de expressdo de proteinas recombinantes baseado em células de inseto
(Drosophila melanogaster Schneider 2 - S2), sintetizando tal molécula com capacidade de
desempenhar sua funcdo biologica, devido a presenca dos epitopos antigénicos. O
desenvolvimento de uma RVGP heterologa secretada poderd contribuir para o avango
esperado nos processos de producdo de vacinas, uma vez que contara com o uso de material
recombinante em sistemas de expressdo mais simples e baratos em escala industrial,
reduzindo os custos de purificagdo e evitando os riscos bioldgicos da manipulacdo do RABV

na producéo da vacina.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso trabalho permitiu expressar a glicoproteina do lissavirus da raiva de maneira
recombinante e secretada para o meio de cultura a partir de clonagens envolvendo o gene
correspondente ao ectodominio da RVGP e um vetor passivel de transfeccdo em células de
Drosophila melanogaster Schneider 2 - pMT/Bip/V5His-C (Invitrogen™), cujo sinal de
secrecdo viabiliza o envio de rRVGP-ecto para 0 meio de cultura. A proteina produzida
apresenta aproximadamente 51 kDa, e a indu¢do de sua producdo pode ser realizada com
diferentes concentracdes de CuSO, com coletas viaveis a partir de 48 horas p.i., gerando de
2,5 a 4 pg/ml de proteina por cultivo em pequena escala. A caracterizacdo desta molécula
quanto a glicosilacdo, aspectos antigénicos e imunogénicos, e o processo de purificacdo ainda

precisam ser estudados.
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