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Resumo

A esquistossomose é causada pelo Schistosoma mansoni e é considerada uma
importante doenca parasitaria que afeta mais de 200 milhdes de pessoas em paises
em desenvolvimento. Estima-se ainda que aproximadamente 600 milhdes de pessoas
vivam em areas de risco e que o nUmero de mortes por ano devido a esta parasitose
chegue a 200.000. O tratamento existente hoje é eficiente, mas ndo previne contra re-
infeccdo e contra as formas jovens dos parasitas. O desenvolvimento de uma vacina
utilizando antigenos do parasita produzidos de modo recombinantes é o anseio para o
controle da esquistossomose. A fosfodiesterase-5 (SmMNPP-5a) é uma enzima presente
na interface parasita-hospedeiro e acessivel ao sistema imune, sendo portanto
considerada um potencial candidato vacinal, sua avaliacdo se faz necessaria. A
obtencdo de uma SmNPP-5a recombinante enzimaticamente ativa é um passo
fundamental no processo de avaliagdo da sua capacidade protetora e determinacao da
sua funcdo fisiolégica para o parasita. Utilizando o sistema de expressao baseados em
leveduras metilotréficas, Pichia pastoris, a proteina recombinante pode ser expressa
com as modificacGes pds traducionais necessarias para ter sua estrutura original
mantida, caracteristica fundamental para se obter uma proteina enzimaticamente
ativa. Para clonagem e expressdo da proteina recombinante utilizamos o vetor
pPICZaA, pois este possui um sistema de expressdao baseado no promotor dlcool
oxidase (AOX1 e AOX2). Ele possui ainda, a capacidade de adicionar um peptideo sinal
e uma cauda de histidina, com objetivo de secretar a proteina expressa e facilitar sua
purificagcdo, respectivamente. A triagem e confirmacdao dos clones positivos foram
feitas por PCR. A andlise das amostras de sobrenadantes coletadas com 24, 48 e 72h
de estimulo com metanol foi feita por SDS-PAGE e Western blot para verificacdo da
expressao da proteina recombinante, possuindo ela um peso esperado de ~45kDa.
Apesar da identificacdo de clones positivos nas PCRs, nao foi possivel identificar a
presenca da proteina SmMNPP-5a recombinante nas analises feitas por SDS-PAGE ou em
Western blot com anticorpo anti-His ou especifico anti-SmNPP5a. Podemos concluir,
portanto, que a proteina ndo foi expressa no sobrenadante das culturas de Pichia
pastoris induzidas com metanol, podendo esta estar presente nas fracdes

intracelulares das amostras (dados ndo analisados).
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Introducao

A esquistossomose é uma importante doenca causada por parasitas hematéfagos do
género Schistosoma. E a verminose mais prevalente no mundo afetando mais de 200
milhdes de pessoas na Africa, Oriente Médio, Sudeste da Asia e América do Sul.
Estima-se ainda que aproximadamente 600 milhdes de pessoas vivam em dreas de
risco e que o numero de mortes por ano devido a esta parasitose chegue a 200.000 [1].
No Brasil a doenca é causada exclusivamente pelo S. mansoni, sendo endémica no
Nordeste, principalmente no estado da Bahia e na regido litoranea, e em partes do
Sudeste, em especial Minas Gerais. Admite-se existirem mais de seis milhdes de
individuos afetados e estima-se que ja foram tratados no pais mais de 12 milhdes de

casos [2].

O S. mansoni é um trematdédeo didico e seu ciclo de vida apresenta uma fase de
reproducdo assexuada no caramujo hospedeiro e uma fase de reproducdo sexuada no
hospedeiro definitivo, o ser humano. Entre essas duas etapas, o ciclo de vida envolve
também dois estdgios larvais infectantes, a cercdria e o miracidio, importantes na
transferéncia bem-sucedida do parasita de um hospedeiro para o outro. A partir de
ovos eliminados com as fezes do hospedeiro definitivo, eclodem os miracidios, que
guiados pela luz e por estimulos quimicos infectam o caramujo do género
Biomphalaria. Os miracidios diferenciam-se em esporocistos que se multiplicam e
originam as cercarias por pedogénese. As cercarias, cuja liberacdo na agua é induzida
pela luminosidade diurna, infectam o homem pela penetracdo na pele. Apéds a infecgdo
elas se transformam em esquistossomulos e atingem a corrente sanguinea, migrando
para o pulmdo e em seguida para o figado e vasos mesentéricos, onde os parasitas

atingem a maturidade, formam casais e iniciam a oviposicdao. Uma parte dos ovos
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atinge a luz do intestino e é excretada juntamente com as fezes e em contato com a

agua, cada ovo libera um miracidio, reiniciando o ciclo [3].

Os ovos que nao sao eliminados com as fezes sdo levados pela corrente sanguinea para
outros érgdos do hospedeiro e sdo responsaveis pela patologia da esquistossomose. A
patologia é causada pela resposta inflamatdria granulosmatosa altamente agressiva do
préprio hospedeiro contra os ovos que ficam retidos principalmente no figado e
intestinos, podendo resultar em fibrose e calcificagdo de tecidos. Em casos mais
severos, a associacdo de granulomas hepaticos e fibrose, a pressdo portal elevada e a
intensa resposta imunolégica podem acarretar na dilatacdo anormal do figado e do
baco (hepatoesplenomegalia). Esse quadro evolui em algumas pessoas para o acumulo

de liquido na cavidade peritoneal [4].

A estratégia atual para o controle da esquistossomose tem como objetivo a reducdo da
morbidade através do tratamento com o praziquantel [5], um quimioterapico eficiente
na eliminacdo do parasita adulto, porém ineficaz na reversao da patologia da doenca,
na prevencdo da reinfeccdo e contra as formas jovens do parasita [6]. Hd também
evidéncias do desenvolvimento de resisténcia ou tolerancia pelo parasita [7]. Portanto,
é necessario o desenvolvimento de novas drogas efetivas contra o parasita e de novas
abordagens para erradicar a doenga, como a utilizagdo de vacinas. Uma vacina eficaz
preveniria a evolucdo de linhagens de parasitas resistentes ao tratamento com drogas

e protegeria contra a patologia [8].

A identificacdo de antigenos do parasita que poderiam reduzir a patologia e limitar a
transmissdao do parasita é particularmente importante no processo de
desenvolvimento de uma vacina para a esquistossomose. A fosfodiesterase-5 (SmMNPP-
5a) é uma enzima presente na interface parasita-hospedeiro e acessivel ao sistema
imune, cuja expressdao aumenta significativamente apds a infeccdo do hospedeiro
definitivo [9]. Devido a essas caracteristicas a SmMNPP-5a é um potencial candidato
vacinal, sendo necessdrio avaliar sua capacidade protetora e determinar sua fungdo
fisioldgica para o parasita, de modo que a obtenc¢ao de uma SmNPP-5a recombinante

enzimaticamente ativa é um passo fundamental desse processo.



Nas ultimas trés décadas, a Escherichia coli tem sido muito utilizada como um sistema
de expressdao de proteinas. No entanto, com a aplicacdo de proteinas derivadas de
genomas eucariotos e que necessitavam de modificacdes pds-traducionais, estes
microorganismos passaram a apresentar problemas, pois seu maquinario intracelular
ndo estd apto a realizar tais modificacdes [10]. Recentemente, dentre muitos sistemas
de expressao, a levedura Pichia pastoris tem sido considerada como um excelente
sistema utilizado tanto em pesquisa basica quanto para aplicagdes industriais,
principalmente por apresentar caracteristicas de facil manipulagdo genética, além de
secretar uma pequena quantidade de proteinas intrinsecas, facilitando sua purificacao
[11]. Essa levedura é capaz de realizar complexas modificagdes pds-traducionais nas
proteinas expressas, aumentando a probabilidade de um dobramento correto e
consequentemente a obtencdo de uma proteina enzimaticamente ativa. Neste
trabalho foi realizado a avaliacdo da producdao de SmMNPP-5a recombinante por Pichia
pastoris a partir de um gene sintético que apresenta cédon otimizado para essa

sequéncia (Figura 1).
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Materiais e Métodos

Construc¢ao do plasmideo para expressao da SmMNPP-5a

A empresa DNA 2.0 possui um algoritmo para optimizar os cédons do gene de
interesse para expressao da proteina recombinante em P. pastoris, alterando sua
sequéncia de nucleotideos sem alterar sua sequéncia de aminodcidos, aumentando
assim a possibilidade e/ou o rendimento da expressdo. Utilizando esse algoritmo o
gene de interesse foi sintetizado pela DNA 2.0 (Anexo 1) sendo entregue inserido no
plasmideo pJ201. O plasmideo pJ201-SmNPP-5a foi clivado com as enzimas de
restricdo EcoRl e Notl para liberagdo do fragmento de interesse. Essas mesmas
enzimas foram utilizadas para digerir o plasmideo pPICZaA (Invitrogen), gerando assim
os sitios para insercdo do fragmento génico. O vetor pPICZaA e o gene digeridos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, sendo as bandas dos tamanhos
esperados purificadas com o kit GFX PCR DNA and gel band purification (GE
Healthcare) e utilizadas na reagao de ligagdo com a enzima T4 DNA Ligase (Promega).
Bactérias DH5a competentes foram transformadas com o plasmideo pPICZaA-SmNPP-
5a e com pPICZaA por choque térmico e cultivadas em placas de cultura em meio Low
Salt LB + Agar (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% NaCl, 1,5% de agar e
pH 7.0), contendo antibidtico Zeocina (50 pg/ml) a 37°C por 16 horas para sele¢3o dos
clones transformados. Um clone isolado de cada placa de cultura foi selecionado e
inoculado em um erlenmeyer de 500 ml contendo 75 ml de meio Low Salt LB com
Zeocina nas mesmas concentracdes acima citadas por 16 horas a 37°C no agitador para
expansao do numero dos clones. A purificagdo dos plasmideos foi feita utilizando o
MidiKit da QIAGEN, seguindo as instrucdes do fabricante. Estes plasmideos purificados
foram submetidos a analise de restricdo e utilizados para a transformacdo de P.

pastoris competentes.



Transformacgao de Pichia pastoris por eletroporagdo

Os plasmideos pPICZaA-SmNPP-5a e pPICZaA foram linearizados com a enzima de
restricdo Sacl. Para confirmacao da linearizagdo foi realizada uma eletroforese em gel

de agarose 1%. Os plamideos digeridos foram conservados a 20°C até o uso.

A partir de um estoque criogénico, foram isoladas colonias de P. pastoris cepa GS115
utilizando o meio YPDS + Agar (Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol Medium — 1%
de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de dextrose, 1M de sorbitol e 2% de agar).
Apds 2 dias a 30°C, foi realizada a selecdo de uma colonia isolada para cultivo do pré-
inoculo em 5 ml de meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium - 1% de extrato
de levedura, 2% de peptona, 2% de dextrose) com 250 rpm a 30 °C por 16 h. Apds esse
periodo o cultivo foi expandido nas mesmas condi¢Ges para 175 ml de meio YPD até
atingir a DOggo de 2.2. As células foram centrifugadas a 1500 g por 5 min e lavadas com
agua gelada duas vezes. Apds a segunda lavagem, as leveduras foram novamente
centrifugadas e lavadas com sorbitol 1 M gelado, sendo entdo centrifugadas,

ressupendidas em 1,5 ml de sorbitol gelado e mantidas a 4°C.

A eletroporacdo da P. pastoris GS115 competentes (80 pl) foi feita a 1,5kV, 25uF, 200Q
por 4,3 ms com 5 pg de plasmideo linearizado. O vetor pPICZaA nao contendo nenhum
inserto também foi linearizado, transformado em P. pastoris e utilizado como controle.
As células transformadas foram imediatamente diluidas em 1 ml de sorbitol 1 M
gelado e deixado incubando por 1 hora a 30°C sem agitac3o. Para a selecdo dos clones
gue contém o plasmideo foram colocados 10, 25, 50, 100 e 200 pl das amostras em
placas em meio YPDS contendo 100 pug/ml do antibidtico Zeocina e incubados a 30°C

por 6 dias até a formacdo das colonias.

Para avaliar as leveduras transformadas, utilizamos diferentes concentracdes de
Zeocina para selecionarmos a quantidade de clones que serdao avaliados para a
producdo da proteina SmMNPP-5a. Elegemos 200 clones das leveduras transformadas
com pPICZaA-SmNPP-5a e 50 clones transformados com pPICZaA. As concentracgdes

definidas de Zeocina foram 1000 pg/ml, 200 pg/ml e 100 pg/ml em meio YPDS + Agar.



Essas placas foram incubadas a 30°C por 2 dias, apds o crescimento e sele¢3o as placas

foram mantidas a 4°C e se mantiveram vidveis por até 30 dias.

Avaliagao da expressao da SmMNPP-5a recombinante em Pichia pastoris

Para a triagem da producdo da proteina recombinante de interesse, selecionamos 50
clones pPICZaA-SmNPP-5a e 5 clones de pPICZaA das placas que continham 200 pg/ml
de Zeocina. Cada clone foi langado individualmente em 10 ml de meio BMGY (1% de
extrato de levedura, 2% de peptona, 1,34% de YNB, 1% de glicerol, 1,61 uM de biotina,
100 mM de fosfato de potéssio, pH 6,0) e cultivados a 30°C sob agitacdo de 250 rpm
até as coldnias atingirem DOgg entre 1.0 e 2.0, sendo uma aliquota de 1 ml coletada
para confirmacdo da transformacdo por PCR (do inglés, reacdo em cadeia da
polimerase). As células foram entdo centrifugadas a 3000 g por 15 minutos, o pellet foi
ressuspendido em 10 ml de meio BMMY (idéntico ao BMGY, exceto que ao invés de 1%
de glicerol, adicionamos 0,5% de metanol) para indu¢do da producdo da proteina
recombinante. As leveduras foram cultivadas a 28°C por 3 dias sob agitacdo de 250
rom, sendo que a cada 24 horas foi retirada uma aliquota de 1 ml para analise e
adicionamos metanol 100% até a concentragdo final de 0,5%. A andlise da expressao
da SmNPP-5a recombinante foi avaliada pelo monitoramento do sobrenadante do
cultivo celular apds 24, 48 e 72 horas da indugdo com metanol através de SDS-PAGE
(do inglés, eletroforese de gel de poliacrilamida e sddio dodecil sulfato) e Western

blot.

Purificagdo do DNA gen6mico de Pichia pastoris e confirmagao da transformagao por

PCR

Uma aliquota de 1 ml das leveduras em meio BMGY foi retirada para a realizacdo da
analise por PCR do DNA genémico e confirmacdo dos clones que continham o vetor
pPICZaA-SmNPP-5a ou pPICZaA. Para tal, as células foram centrifugadas a 10.000 g por

1 minuto, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 500 ul de



tampdo de lise (50 mM de Tris-HCI pH7,2, 50 mM de EDTA, 3% de SDS e 1% de PB-
mercaptoetanol). Foi adicionado um volume igual de fenol saturado (50 mM Tris-HCl
pH8,0): cloroférmio (1:1) aos tubos e vortexados por 20 segundos, em seguida, os
tubos foram centrifugados a 10.000 g por 15 minutos . A fase aquosa contendo o DNA
foi coletada, aproximadamente 500 pl, e a fase organica descartada. Foi adicionado 50
ul de acetato de sédio 3 M (pH5,2) e 300 pl de isopropanol, misturado por 5 min,
seguido de centrifugacdo nas mesma condi¢des citadas acima. Apds o descarte do
sobrenadante, o pellet foi lavado com alcool 70% e centrifugado novamente. O pellet
secou a temperatura ambiente e entdo foi ressuspendido em 50 ul de agua [12]. Todas
as amostras foram quantificadas no NanoDrop (Thermo) e suas concentragdes

acertadas para 1000 ng/pl.

Todas as amostras de DNA gendmico foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com os oligonucleotideos 5’A0X1 (5'-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-
3’) e 3’AOX1 (5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’). Cada reagao continha 0,2 mM de
dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de 5’A0X1, 0,5 pM de 3’AOX1, 500 ng de DNA de P.
pastoris, 1 U de enzima Taq Polimerase (Fermentas) e 1x de tampao de reagdo em um
volume final de 25 pl. A denaturacdo inicial foi realizada a 94°C por 10 minutos,
seguida por 35 ciclos de denaturac¢do a 94°C durante 30 segundos, anelamento a 55°C
por 45 segundos e extensdo de 1,5 minuto a 72 °C. A extens3o final se deu a 72°C por

10 minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%.

Analise da expressao de SmMNPP-5a recombinante por SDS-PAGE

Os sobrenadantes coletados apés 24, 48 e 72 horas da indugdo da expressdao da
SmNPP-5a foram precipitados com acido tricloroacético em uma concentracao final de
13% por 16 horas a 4°C. Apds centrifugagdo a 10.000 g, os pellets foram lavados com
acetona, centrifugados novamente e secos a temperatura ambiente. Os pellets foram
entdo ressuspendidos em 100 ul de tampao para SDS-PAGE (10 mM de Tris-HCl pH 6,8,
0,2% de SDS, 0,1% de azul de bromofenol e 10 % de glicerol). As amostras foram

denaturadas a 95°C por 10 minutos por 3 vezes. O gel de poliacrilamida era de 1,5 mm



de espessura e foi preparado com 12% de acrilamida, sendo submetido a eletroforese
em 180V. O gel foi entdo corado com Coomassie (Sigma) para visualizagdo das bandas

protéicas.

Analise da expressdao de SmMNPP-5a recombinante por Western blot

As amostras foram submetidas a SDS-PAGE e transferidas para membranas de
nitrocelulose (Amersham Biosciences), utilizando-se para tal fim o sistema de
transferéncia Trans-Blot SD Semi-DryTransferCell (BioRad). A transferéncia foi feita a
10 V por 30 minutos para cada 2 géis de poliacrilamida em tampao (20 % de etanol,
0,1% de SDS, 156,5 mM de glicina e 15,6 mM de Tris-HCl pH 8,3). Para se averiguar o
sucesso da transferéncia a membrana foi corada com Ponceau (Sigma). Apds diversa
lavagens com TBS-T (10 mM de Tris-HCI pH 7,4, 0,05% de Tween 20), a membrana foi
incubada em tampdo de bloqueio (5% de leite desnatado, 50mM de Tris-HCI 1M
pH7.4, 150mM de NaCl 5 M e 0,1% de Tween20) a 4°C por 16 horas. Em seguida, ela
foi incubada com anticorpo anti-His conjugado com peroxidase (1:1500, Sigma) ou
anti-SmNPP-5a policlonal (1:1000, cedido pelo doutorando Henrique K. Rofatto [9]) por
4 horas no agitador em solucdo de incubacdo(idéntico ao tampao de bloqueio anterior,
porém com 0,05% de Tween20). Apenas quando foi utilizado o anticorpo anti-SmNPP-
5a policlonal, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T por 10 minutos cada e
houve uma segunda incubacdo com anticorpo anti-lgG conjugado a peroxidase
(1:2000, Pierce) por 2 horas nas mesmas condi¢des acima citadas. Posteriormente, as
membranas foram lavadas 3 vezes em TBS-T, incubadas por 5 minutos no reagente
Immobilon Western(Millipore) e fotodocumentadas no ImageQuant LAS 4000 (GE
Healthcare). Como controle positivo foi utilizada a SmMNPP-5a recombinante expressa

em E. coli [9].



Resultados

Construgao do vetor pPICZaA-SmNPP-5a

O gene sintético contendo a seqliéncia otimizada para expressao em P. pastoris estava
inserido no plasmideo pJ201 e para sua utilizagdo foi necessaria sua digestdo com as
enzimas de restricao EcoRl e Notl. Estas mesmas enzimas foram utilizadas para clivar o
vetor pPICZaA para que fosse possivel ligar os dois fragmentos originando o plasmideo
pPICZaA-SmNPP-5a. Podemos observar na Figura 1%, a analise de restricdo dos
plasmideos utilizados para transformar as leveduras. O pPICZaA apresenta uma Unica
banda com ~3,6 kb correspondente ao proéprio plasmideo linearizado (colunas 1 e 2),
enguanto o pPICZaA-SmNPP5a quando digerido com as mesmas enzimas apresenta 2
bandas, uma com ~3,6 kb correspondente ao pPICZaA linearizado e outra com 1,1 kb

correspondente ao gene SmMNPP-5a (colunas 3 e 4).

O vetor pPICZaA é um vetor integrativo e foi escolhido pois ele possui um sistema de
expressao eficiente baseado no promotor alcool oxidase (AOX1 e AOX2). Este vetor
adiciona também um peptideo sinal para secre¢do da proteina expressa (fator a de
Saccharomyces cerevisiae), bem como uma cauda de Histidina, facilitando a
purificacdo da proteina. Este plasmideo apresenta ainda uma origem de replicacdo em
E. coli (PUC ori), facilitando produzi-lo em grandes quantidades, além de um gene de
resisténcia ao antibidtico Zeocina, que possibilita selecionar os clones transformados, e

um sitio de policlonagem facilitando a insercdo de genes exdgenos (Figura 2B) [10].

A fim de obter uma quantidade adequada de plasmideos para eletroporar as leveduras
P. pastoris, fizemos a transformacdo de bactérias E. coli DH50 com os mesmos. A
selecdo das bactérias transformadas foi realizada pela adicao de Zeocina ao meio de
cultura sélido das bactérias. Apds a selecdo de um clone isolado e o crescimento do
mesmo em meio liquido, fizemos a purificacdo dos plasmideos pPICZaA e pPICZaA-

SmNPP-5a, os quais apresentaram as respectivas concentragdes 284ug/ml e 246ug/mil.



Figura 2. A — Gel de agarose para analise de restrigdo do vetor pPICZaA contendo SmMNPP-5a. Pb: pares
de base; 1 e 2, vetor pPICZaA vazio; 3 e 4, vetores pPICZaA-SmNPP-5a. B - Representa¢ao esquematica
do vetor de expressao para a levedura Pichia pastoris pPICZaA.

Os plasmideos foram linearizados com a enzima de restricdao Sacl/ para que os mesmos
fossem integrados no genoma da levedura por eletroporacdo. Na selecdo dos clones
transformados utilizamos diferentes concentragdes de Zeocina, pois segundo Vassileva
e colaboradores [13], os transformantes resistentes a 100 pug/ml contém normalmente
uma coépia, aqueles resistentes a 500 pg/ml possuem duas copias e os que tém 3
cdpias conseguem sobreviver na concentracdo de 1000 ug/ml. Para prosseguir com a
expressao da proteina SmNPP-5a selecionamos 50 clones (Figura 2) de
pPICZaA/SmNPP-5a da placa que continha concentracdo de 200 pg/ml, ou seja, os

clones possuiam ao menos uma copia do nosso gene exdgeno.

As PCRs foram realizadas com a finalidade de obtermos a confirmacdo além da ja
citada anteriormente. As reagdes foram delineadas com os primers 5’A0X1e 3’AOX1 e
foram realizadas em todos os 60 clones selecionados. Como podemos notar na Figura
2, o inserto de interesse possui por volta de 1650pb, sendo que o negativo por volta de
588pb, correspondente ao fragmento que o plasmideo pPICZaA possui. A banda que
aparece por volta de 2,2 kb corresponde ao gene AOX1 da propria P. pastoris que

também possui um promotor AOX intrinseco. Observamos 45 clones positivos e 5
10



negativos, portanto o sucesso da transformacdo foi de 90%, para o vetor pPICZaA-
SmNPP-5a, enquanto para o vetor pPICZaA verificamos que os 10 clones foram
transformados de modo satisfatério, ou seja, uma eficiéncia de 100%.. Como controles
positivo e negativo utilizamos os plasmideos pPICZaA-SmNPP-5a e pPICZaA vazio,

respectivamente, purificados.

pb

2000
1650

1000

650
500

Figura 3. Gel de agarose dos produtos de PCR para confirmagdo da transformagdo de Pichia pastoris
pb - pares de bases. P - vetor pPICZa-SmNPP-5a. N - plasmideo pPICZaA. Amostras de 1 a 8 - P.
pastoris transformadas com pPICZa-SmNPP-5a com sucesso. Amostras 9 e 10: P.pastoris que
passaram pelo processo de transformagdao com pPICZa-SmNPP-5a, mas ndo tiveram o plasmideo
integrado em seu genoma. Amostras 11 e 12: P. pastoris transformadas com o vetor pPICZaA vazio.

Avaliagao da expressao da SmMNPP-5a recombinante

Apds o cultivo das leveduras transformadas prosseguimos para a avaliacdo da
producao da proteina recombinante apds 24, 48 ou 72 horas da indugao da expressao
com metanol. Partindo da premissa que a sequéncia sinal da proteina permitiria que a
mesma seja secretada para o meio, analisamos todos os sobrenadantes coletados,

totalizando 165 analitos, por SDS-PAGE e Western blot.

Primeiramente as amostras foram analisadas por SDS-PAGE, uma vez que a levedura P.
pastoris transformada com o vetor pPICZaA apresenta uma baixa secrecdo de
proteinas enddgenas [11], permitindo diferenciar facilmente a proteina recombinante.
A Figura 4 demonstra que ndo foi possivel observar diferencas entre o padrdo de
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bandas das leveduras transformadas com pPICZaA-SmNPP-5a do controle
transformado com o vetor vazio. Apesar de visualizarmos uma banda com 45 kDa,
tamanho predito da nossa proteina recombinante, esta poderia ser uma proteina
endogena da levedura uma vez que também é detectada na levedura transformada

com pPICZaA apenas.

10 11 12

66 kDa w
45 kDa
30kDa
- -
.
14kDa 4 ce.

Figura 4 - Avaliagdo da expressio da SmNPP-5a recombinante por SDS-PAGE. N — P. pastoris
transformadas com o vetor pPICZaA vazio; LMW — padriao de peso molecular; amostras de 1 a 12 - P.
pastoris transformadas com o vetor pPICZaA-SmNPP5a.

Como a proteina poderia estar senda expressa em pequenas quantidades nao
diferencidveis pelo SDS-PAGE corado com Coomassie, foi realizada a avaliacdo da
expressao por Western blot. Foram utilizados 2 anticorpos para detec¢ao da proteina
recombinante: anti-His e anti-SmNPP-5a. O primeiro apresenta afinidade pelos
epitopos da cauda de Histidina que estaria presente na por¢ao C-terminal da proteina
expressa e o segundo seria especifico para a proteina recombinante. Caso a proteina
recombinante esteja sendo expressa, ela teria um tamanho esperado de ~45kDa e
seria detectada tanto nas membranas incubadas com anticorpo anti-His quanto nas

incubadas com anti-SmNPP-5a.
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Entretanto, ndo foi possivel identificar a presenca da proteina SmNPP-5a
recombinante nas analises feitas, sendo porém, perceptivel na maioria das amostras
nas quais utilizamos anti-His, a presenca de duas bandas, uma apresentando um peso
com pouco menos de 30kDa e outra por volta de 35kDa (Figura 5A), possivelmente
resultado de ligacGes inespecificas do anticorpo. Essas duas proteinas foram pouco
detectadas nas amostras de 24 horas, enquanto apds 48 e 72 h do cultivo celular sua
quantidade aumentou significativamente (dado ndo mostrado), provavelmente devido
ao seu acumulo no meio de cultura ao longo do ensaio. Como estas bandas ndo foram
detectadas nas analises utilizando o anticorpo anti-SmNPP-5a (Figura 5B), descartou-se
a possibilidade da proteina recombinante estar degradando, o que justificaria seu

tamanho menor que o esperado.

A P N1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 B P N 1 2 3 4 5 6 7
45KDa =
-
30kDa - - - Ghbn- b 45kDa B
3 : &2 .
30kDa

Figura 5 — A analise da expressao da SmNPP-5a recombinante em extratos de P.pastoris por Western
blot. A - Western blot incubados com anti-His (P-SmNPP-5a recombinante expressa em E. coli; N-P.
pastoris transformadas com o vetor pPICZa vazio; amostras de 1 a 12-P. pastoris transformadas com o
vetor pPICZa-SmNPP5a). B — Western blot incubado com anti-SmNPP-5a (P-SmNPP-5a recombinante
expressa em E. coli; N-P. pastoris transformadas com o vetor pPICZaA vazio; amostras de 1 a 7-P.
pastoris transformadas com o vetor pPICZaA-SmNPP5a)
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Discussao

O desenvolvimento de uma vacina utilizando antigenos do parasita produzidos de
modo recombinantes é o anseio para o controle da esquistossomose . Para tal, além da
escolha do antigeno pela sua imunogenicidade, a sua caracterizacdo e avaliagdo como
potencial candidato vacinal se faz necessaria [8]. O antigeno por nds selecionado,
SmNPP-5a, faz parte da familia das pirofosfatases/fosfodiesterases nucleotidicas
(NPPs). As NPPs sao enzimas que hidrolisam ligagdes 5’ fosfodiéster dos nucleotideos e
de seus derivados. A NPP-5 é uma proteina de membrana tipo |, apresentando um sitio
catalitico na regido extracelular e uma cauda citoplasmatica muito curta. Dentre as
funcdes preditas podemos citar a reciclagem de nucleotideos e a regulacao dos niveis
extracelulares de pirofosfato. [14]. Como os nucleotideos extracelulares, e em
particular o ATP e adenosina, estdao envolvidos em diversos processos biolégicos como
a neurotransmissdao, neuroprotecdo em hipdxia e isquemia, regulacdo das funcoes
cardiovasculares, agregacao plaquetdria, contracdo da musculatura lisa, secre¢do de
hormonios, modulacdo da resposta imune, controle da proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose celular, presume-se que as NPPs influenciem direta ou indiretamente esses
mecanismos fisioldgicos [14]. A SmMNPP-5a recombinante pode ser entdo considerada
um potencial candidato vacinal para a esquistossomose e para sua melhor
caracterizacdo, estudo da sua atividade enzimatica e sua avaliagdo como antigeno
vacinal, faz—se necessaria sua producdo de modo recombinante e enzimaticamente

ativo.

A selecdo do vetor e do sistema de expressao é um dos primeiros e mais importantes
passos para expressdo da proteina recombinante escolhida, sendo que uma grande
variedade de sistemas ja foi descrita e padronizada para este fim. A bactéria E. coli é
extensivamente utilizada; mas devido a sua origem procariota, um nimero limitado de
proteinas recombinantes pode ser expressa com suas caracteristicas intrinsecas
originais conservadas, principalmente se advindas de um organismo eucarioto.
Normalmente, E. coli ndo é adequada para estudos com proteinas que necessitem
modificacbes pds-traducionais, tais como glicosilacdo, isomerizagdo cis/trans,
isomerizacdo dissulfeto, sulfatacdo ou fosforilacdo [15]. Portanto, para uma grande
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variedade de proteinas que ndo podem ser produzidas corretamente em organismos
procariotos, buscou-se alternativas e o emprego de leveduras metilotréficas, como a
Pichia pastoris, passou a ser uma opc¢do [16]. O sistema de expressdao em P. pastoris
oferece muitas vantagens em relagao a E. coli para a producdo de proteinas de origem
eucariota. Além de ser capaz de realizar modifica¢cdes pds-traducionais e a obtencao
de uma proteina recombinante com caracteristicas semelhantes a original, por vezes,
ainda é capaz de secreta-la para o meio em uma forma soldvel e em uma grande
quantidade. A facilidade na qual ela pode ser manipulada geneticamente e a sua
capacidade de insercdo por recombinacdo homoéloga eficiente de DNA linearizado
produzem linhagens celulares estdveis, as quais podem apresentar multiplas inser¢des
do vetor [17]. Assim, como ja foi demonstrado que a SmMNPP-5a nativa é glicosilada e
gue a proteina recombinante produzida em E. coli ndo apresenta atividade enzimatica,
optamos pelo sistema de expressdao em P. pastoris para producdo de nossa proteina

recombinante.

Apesar de respaldados pela literatura e da realizagdo minuciosa das técnicas
previamente descritas, ndo foi possivel detectar a producao da proteina recombinante
SmNPP-5a no sobrenadante das culturas analisadas. Esperdvamos que a proteina fosse
secretada para o meio de cultura, uma vez que o vetor de expressdo utilizado
apresenta uma sequéncia sinal secretéria especifica para levedura (fator sinal a).
Entretanto, ndo foi possivel detecta-la, havendo entdo a possibilidade de que a
proteina recombinante esteja na fracdo intracelular dos clones. Nestes casos a
purificacdo das proteinas expressas intracelularmente geralmente é mais dificil que
daquelas secretadas para o meio de cultura, ja que a proteina recombinante
representa tipicamente menos de 1% do total das proteinas intracelulares [18]. E
comum também que proteinas recombinantes expressas de maneira intracelular ndo
apresentem sua conformacdo estrutural correta, sendo que esta apenas é obtida apds

sua purificacdo em um processo de renovelamento in vitro.

Apesar dessas desvantagens, muitas proteinas tém sido expressas com sucesso na
fracdo intracelular, particularmente aquelas associadas a membrana, como por

exemplo, antigenos de superficie do virus da hepatite B [13]. Desse modo o préximo
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passo sera analisar as fragOes intracelulares das leveduras Pichia pastoris

transformadas com pPICZaA-SmNPP-5a para avaliar a expressdo da proteina

recombinante.
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ANEXO | — Alinhamento da sequéncia génica da SmMNPP-5 nativa e sintética com codon

otimizado para expressao em Pichia pastoris

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

Otimizada
Nativa

GAGCAATTTTCTAAAGTGATCCTGATAAGTCTAGACGGATTCAGATATGACTACTTCGAT
GAACAGTTTTCTAAAGTAATACTTATTTCTCTTGATGGATTTCGTTATGATTACTTTGAT

ATGGCTAAACAGCGTAACATCAATATGTCCGCTTTTGACAAGATCATCAATCAAGGTGTC
ATGGCTAAGCAAAGAAATATAAACATGTCAGCATTTGATAAGATTATAAATCAAGGAGTT

TATATTAGACGTATCGAAAACGAGTTCCCTACGTTGACITTCCCTAGCCATTTCTCCATT
TATATAAGACGTATAGAAAATGAATTTCCTACTTTAACATTCCCATCACATTTTTCAATT

GTTACAGGACTGCATCCTGGAAGTCATGGTATTGTTGATAATGTCTTTTACGATCCAATC
GTAACAGGACTACATCCTGGAAGTCATGGTATAGTAGATAATGTGTTTTATGATCCAATA

ATTAATGCTACATTTTCATCCAGAAATCAATCAACGGCAACAGATTCTAGATTTTATGAT
ATTAATGCAACATTCTCATCGAGAAATCAGTCTACAGCAACAGATTCTAGATTCTATGAT

GTAGGTGCAGAACCTATTTGGGTTACTAATCAATTTCACGGTCATAAGTCTGGCGTTACT
GTTGGTGCTGAACCGATTTGGGTAACGAATCAGTTTCATGGTCATAAAAGTGGAGTGACT

TTTTGGATCGGTAGTGAGGCTATTATCAAGGGTGAAAGACCAACGCACTACTTAACTCCA
TTCTGGATTGGAAGTGAGGCGATAATCAAAGGTGAGAGACCAACTCATTATCTAACACCT

TACAACGAATCAATTACCTTCACCCAACGTATCGATATATTGATGGACTGGTTCGAACAT
TACAATGAAAGCATTACATTCACTCAGAGAATTGATATTITTGATGGATTGGTTTGAACAT

GAGAACATTAATCTGGGTTTGATGTATTACCACCAGCCAGATAGGGCTGGCCACATTCAC
GAAAATATTAACCTTGGTCTTATGTATTATCATCAACCTIGATAGAGCAGGACATATTCAT

GGAGCTGCCAGCGACGAAGTTTTCAAAGCCATTGAGGAGATTAATCATGGATTAGAATAC
GGAGCGGCAAGTGATGAGGTTTTCAAAGCTATCGAGGAGATAAATCATGGACTAGAATAC

CTITTGACCTCAATTGAAATGCGICCCTCCTTGTCCTGTITGTCTAAACCTGATCATCACA
CTCTTGACATCGATTGAAATGCGACCATCACTTAGTTGCTGCCTCAATCTGATTATAACA

TCCGATCACGGTATGACTAATATCICTTCAGATAGAGTAATCTACTTGCACGACTATATC
AGTGATCATGGAATGACGAACATCAGTTCAGACAGAGTTATATATCTTCATGATTACATA

CATCCAAATGAGTACATTAGCGCACCTAAAAAGTCTGCCGAAATTTGGACACTGTGGCCA
CATCCAAATGAGTATATATCTGCICCTAAGAAGTCAGCAGAAATCTGGACACTTITGGCCA

AAGCAAGGITATACTGTACGITCACTCTATAACAAACTGAAGGATAGGCATTTCCGATTG
AAGCAAGGCTATACTGTGCGATCATTATACAACAAATTGAAAGATCGACACTTCAGGTTA

AATGTGTACTTGAAAGAGGAATTACCTACAAGATTITTCTACGGTTCCAGCGATAGAGTG
AATGTCTATTTGAAGGAGGAACTGCCAACACGTTTCTTTTATGGTTCAAGTGATCGAGTC

GGTCCAGTGGTCGTTTATGCTGACATCGGATGGACAATTATAGCAGATAGAACTTCTGGT
GGTCCTGTTGTTGTATATGCAGATATTGGATGGACGATTATTGCTGACAGAACGTCTGGG

ATTACTTTGAAAAACAAAGGTGCTCATGGTTACGACCCAGACTATAAGGAGATGTCGCCC
ATAACCCTGAAAAATAAAGGTGCTCATGGTTATGATCCAGATTACAAAGAGATGTCTCCA

TTTTTGATGGCTATGGGACCTCAAATCGCAAAGAGTCAGCCGACTGAGCTTAAGGAATCC
TTTTTAATGGCGATGGGACCTCAGATAGCTAAAAGTCAACCAACAGAATTAAAAGAATCA

ATTAAACTTATAGACATCTACTCGTITGATCTGCTTGATGCTTGACTTAGAA : 1131
ATCAAGCTGATTGATATTITACTCACTGATITGTCTCATGCTTGATTTGGAA : 1131

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080
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