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RESUMO

O inibidor de protease secretado por leucdcitos (SLPI) foi primeiramente
descrito em 1986. Desde entdo, é alvo de diversos estudos devido as suas variadas
funcbes. A proteina SLPI desempenha diversos papeis no organismo humano, sendo
que a principal é sua acéo inibidora de serina — proteases. Devido a essa funcao, a
SLPI tém um importante papel na manutencdo da homeostase entre proteases e
antiproteases no trato respiratério humano e na pele, agindo principalmente em
respostas anti-inflamatorias contra agentes danosos ao tecido. Adicionalmente, a
proteina SLPI também ja foi caracterizada em mecanismos de cicatrizacao,
metabolismo ésseo, cancer e apresenta propriedades antimicrobianas, antifiungicas e
antivirais. Por ser uma proteina multifuncional, o poténcial terapeutico da SLPI é
bastante explorado por pesquisadores e vem sendo testado em diferentes campos da
ciéncia, como doencas respiratérias, neuroregeneracado, cicatrizacao de feridas, e
cardioprotecdo em situacfes de isquemia/reperfusdo. Devido ao crescente interesse
em pesquisas biotecnoldgicas visando a proteina SLPI como um bioproduto, diversas
empresas passaram a produzir e comercializar a proteina em diferentes sistemas de
expressao e producdo. Porém, a SLPI ainda € vendida somente para fins de pesquisa
cientifica @ um custo muito alto. O mercado biotecnoldgico de producdo e expessao
de proteinas recombinantes tém avancado bastante nos ultimos anos, e diversas
plataformas estao sendo desenvolvidas, como plantas, animais transgénicos, células
humanas e microalgas. As microalgas vem sendo muito utilizadas em pesquisas para
biorremediacédo, desenvolvimento de racdo e suplemento alimentar, e ndo ha muito
tempo, ganharam notavel evidéncia como promissoras plataformas para producéo de
proteinas recombinantes. Esses organismos apresentam grande potencial como
plataformas biotecnoldgicas para desenvolvimento de bioprodutos, pois sao seres
eucariotos, unicelulares, de rapido crescimento e com baixo custo de meio de cultura.
A vista disso, o presente projeto teve como objetivo a producdo e purificacdo da
proteina recombinante humana SLPl a partir da microalga Chlamydomonas

reinhardtii.

Palavras — chave: SLPI; purificagdo; Chlamydomonas reinhardtii; proteina
recombinante.



ABSTRACT

The secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) was first described in 1986.
Since then, it has been the subject of several studies due to its varied functions. The
SLPI protein plays several roles in the human body, the main one being its inhibitory
action on serine-proteases. Due to this function, SLPI play an important role in
maintaining homeostasis between proteases and antiproteases in the human
respiratory tract and in the skin, acting mainly in anti-inflammatory responses against
tissue-damaging agents. Additionally, the SLPI protein has also been characterized in
healing mechanisms, bone metabolism, cancer and has antimicrobial, antifungal and
antiviral properties. As it is a multifunctional protein, the therapeutic potential of SLPI
is widely explored by researchers and has been tested in different fields of science,
such as respiratory diseases, neuroregeneration, wound healing, and cardioprotection
in situations of ischemia/reperfusion. Due to the growing interest in biotechnological
research, targeting the SLPI protein as a by-product, several companies started to
produce and commercialize the protein in different expression and production systems.
However, SLPI is still only sold for scientific research purposes at a very high cost. The
biotechnological market for the production and expression of recombinant proteins has
advanced a lot in recent years, and several platforms are being developed, such as
plants, transgenic animals, human cells and microalgae. Microalgae have been widely
used in research for bioremediation, feed development and food supplement, and not
long ago, they gained the spotlight as promising platforms for the production of
recombinant proteins. These organisms have great potential as biotechnological
platforms for the development of bioproducts, as they are eukaryotic, unicellular, fast-
growing beings with low cost of culture medium. In view of this, the present project
aimed at the production and purification of the recombinant human protein SLPI from

the microalgae Chlamydomonas reinhardtii.

Keywords: SLPI; purification; Chlamydomonas reinhardtii; recombinant protein.
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1 INTRODUCAO

O inibidor de protease secretado por leucdcitos (SLPI), € uma proteina catibnica
nao glicosilada com acgéo contra serina proteases, servindo para controlar a liberagcéao
excessiva de proteases secretadas. Os inibidores de proteases podem ser divididos
em dois grupos: inibidores "sistémicos" e inibidores de "alarme". Os inibidores
"sistémicos" sdo sintetizados principalmente no figado e incluem o inibidor da a1-
proteinase e a antiquimotripsina. Ja os inibidores de “alarme” sdo sintetizados e
secretados localmente no local da lesdo e sdo produzidos em resposta as citocinas
primarias, como a interleucina (IL) -1B e o fator de necrose tumoral (TNF)
(SALLENAVE, 2000). A SLPI atua em ambos os grupos de inibidores, sendo

considerada uma proteina multifacetada.

A SLPI é um polipeptideo formado por 107 amino&cidos e possui um peso
molecular de 11.726 kDa. A estrutura terciaria da SLPI lembra um “boomerang”, em
que cada braco representa um dominio (C-terminal e N-tetminal). Os dominios
homologos sé@o denominados dominios whey acidic protein (WAP) e séo
caracterizados por oito residuos de cisteina que formam quatro ligacdes dissulfeto
intramoleculares. Em 1988 Grutter et al publicaram a estrutura do dominio WAP Il (C-
terminal) da proteina SLPI acoplada com a a-quimiotripsina bovina (GRUTTER et al.,
1988). Posteriormente, Koizumi et al. (2008) e Fukushima et al. (2013) também
elucidaram, em alta definigcdo, a estrutura do dominio WAP Il da proteina em complexo
com a elastase de neutréfilo humana e tripsina, respectivamente. Estes estudos
confirmaram estudos anteriores que descreveram que o dominio WAP Il é o
responsavel pela acgéo inibitéria da SLPI contra serina proteases e que o sitio de
inibicdo esta localizado entre os residuos 67 e 74 (EISENBERG et al., 1990g;
FUKUSHIMA; KAMIMURA; TAKIMOTO-KAMIMURA, 2013; KOIZUMI et al., 2008;
KRAMPS et al., 1990).

Aléem de sua atividade antiprotease, a SLPI demonstrou propriedades
antibacterianas, antivirais, antifUngicas e anti-inflamatoérias, além de participar de
respostas imunes inatas e adaptativas. A proteina SLPI é produzida por células
epiteliais humanas (NUGTEREN; SAMSOM, 2021), células tragueais, alveolares

brénquicas e bronquiolares, e em células mieldides, como macrofagos, granulécitos,
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células dendriticas e plaquetas, em neurbnios e astrocitos e também em células
musculares esqueléticas (JIN et al., 1997; LILO et al., 2013; NUGTEREN; SAMSOM,
2021; ODAKA et al., 2003; SCHULZE et al., 2004; WANG et al., 2003). Além disso,
foi relatado que SLPI é expressa em adipdcitos e tecido adiposo, onde poderia
desempenhar funcdo moduladora relevante na resolucéo da inflamacéo (ADAPALA,
BUHMAN; AJUWON, 2011). Esta presente em altas concentracdes em diversas
secrec¢des, incluindo secrec¢des salivares e nasais, bronquiais, além de muco cervical
e intestinal (NUGTEREN; SAMSOM, 2021).

Ja foi demonstrado atividade antibacteriana, antifiungica e antiviral da proteina
SLPI. A atividade antibacteriana foi primeiramente descrita em 1980 e em 1996
Hiemstra et al. (1996) demonstrou a atividade contra Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Wiedow et al. (1998) testou a atividade antibacteriana da
SLPI contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e Staphylococcus
epidermidis, microorganismos altamente presentes na pele humana, e atestou que a
SLPI promove uma barreira antimicrobiana. A atividade antiviral da SLPI foi observada
contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). (HIEMSTRA et al., 1996;
WIEDOW et al., 1998).

Alto nivel de SLPI na saliva de bebés de 1 més de idade foi associado a
reduzido nivel de infeccdo por HIV-1, quando expostos ao virus por meio do leite
materno, assim como a presenca de SLPI no fluido vaginal mostrou inibicdo da
infeccdo de bebés pelo virus HIV-1 quando nascidos através de parto normal
(FARQUHAR et al., 2002; PILLAY et al., 2001b). A expressao de SLPI em glandulas
salivares foi relacionada a baixa taxa de transmisséo viral entre individuos, mais
especificamente do virus HIV-1 (WAHL et al., 1997). Ademais, a atividade anti-HIV-1
da SLPI presente na saliva ja foi demonstrada in vitro (MCNEELY et al., [s.d.]). A
atividade da proteina SLPI contra o virus do papiloma humano (HPV) também ja foi
reportada. Woodham et al (2012) mostrou que a a incubag¢édo da SLPI com células
epiteliais diminui a infeccdo dessas células com o virus HPV através da ligacdo da
SLPI a Anexina A2 (HOFFMANN et al., 2013; WOODHAM et al., 2012). A atividade
antifangica do inibidor de protease leucocitaria secretora (SLPI) foi avaliada contra os
patdogenos Aspergillus fumigatus e Candida albicans. Em Candida albicans foi

mostrado que a SLPI pode modular diferentes fatores de viruléncia como atividade
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proteolitica, hidrofobicidade, adesdo a epitélio e expressdo de manoproteinas
(CURVELO et al., 2014).

A producéo heter6loga de SLPI recombinante em E. Coli é disponivel
comercialmente e vem sendo utilizada em estudos de funcao estrutural bem como em
estudos de aplicagdes terapéuticas, como por exemplo, no tratamento de inflamacao
pulmonar, lesdo isquémica, reperfusdo em transplante cardiaco e em tuberculose
(FAKIOGLU et al., 2008; GIBBONS et al, 2009; GOMEZ et al., 2009;
NERNPERMPISOOTH; PROMPUNT; KUMPHUNE, 2017; PROMPUNT et al., 2018a,
2018b; TOMEE et al., 1998). No entanto, a producdo da proteina SLPI humana em
bactérias implica em limitacbes para sua aplicacdo terapéutica, pois existe a
possibilidade de contaminacao por endotoxinas, pode occorrer variagcao e oxidagao
da proteina, além de potencialmente afetar a atividade proteolitica da SLPI
(KONOPKA et al., 1999). Ademais, o processo de purificacdo da proteina SLPI
contribui para o seu alto custo (cerca de US$ 355,00 por 100 pug — R&D Systems)
(EISENBERG et al., 1990a; HAMAKER et al., 1996; HARCUM; COLLINS; SEELY,
1993).

Assim, as questbes associadas com a producdo de SLPI recombinante
expressa em bactérias indicam a necessidade de um sistema de expressao alternativo
que seja capaz de fornecer consistentemente SLPI na sua conformacgéo nativa a um
custo mais acessivel. Neste contexto, € proposto realizar a expressdo de SLPI

humana (rhSLPI) na microalga C. reinhardtii.
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6 CONCLUSAO

O inibidor de protease leucocitaria secretora (SLPI), € uma proteina bastante
estudada nos ultimos anos. Sua atuacado em diversos campos da fisiologia humana
chama a atencdo de pesquisadores das mais diversas areas, 0 que levou ao
desenvolvimento de estratégias para a obtencdo de SLPI recombinante e sua

aplicacao.

A biotecnologia de microalgas € um campo de pesquisa promissor para o
desenvolvimento de diversos produtos: medicamentos, biocombustiveis, alimentos,
farmacos, entre outros. A biotecnologia mudara com o aprimoramento das tecnologias
gue permitem que as microalgas se tornem um sistema de producdo como E. coli, P.
pastoris, células de insetos e de mamiferos. As microalgas como biorreatores tém
vantagens consideraveis sobre bactérias, leveduras, plantas e outros sistemas de
producdo de proteinas recombinantes, como baixo custo, seguranca, métodos
alternativos de cultura e rapida escalabilidade. Com o atual desenvolvimento de
pesquisas, as microalgas emergirdo como 0 sistema de producdo de proteina
recombinante mais eficiente e de alta recuperacdo em breve. Pensando nisso, a
producdo de SLPI em microalgas € um campo promissor para entidades médicas e

farmacéuticas.

O presente projeto, tem como objetivo a producdo e purificagdo da SLPI
humana recombinante a partir da microalga Chlamydomonas reinhardtii. Foi
apresentado que a técnica de purificacdo por cromatografia de troca ibnica é eficiente
para a obtencdo da proteina SLPI, porém, ainda é necessario muito estudo e
aperfeicoamento para que seja obtida uma proteina pura, livre de contaminantes.
Estdo sendo feitos diversos estudos e andlises para o desenvolvimento de um
protocolo de purificagdo eficaz na obtencdo da proteina recombinante humana SLPI
pura. ApGs a padronizacdo do roteiro experimental, podera ser iniciada a etapa de
testes de atividade com a proteina obtida no laboratério, para certificacdo de que a

proteina rhSLPI produzida em microalga é biologicamente ativa.
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