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Resumo

O Schistosoma mansoni é um helminto que parasita o intestino e vasos
sanguineos de seu hospedeiro mamifero, gerando varios agravos para a
saude do hospedeiro, podendo levar a morte. Uma proteina presente nas
glandulas esofagicas do S. mansoni, a Sm10.3, expressa em bactérias,
demonstrou acdo protetiva em testes com animais, podendo se tornar uma
boa candidata para o desenvolvimento de novas vacinas. Assim, seria
interessante expressa-la em um sistema eucarioto, como o sistema Bac-to-
Bac. Este sistema de expressao utiliza o baculovirus infectando células de
insetos. Nesse sistema, 0 gene Sm10.3 foi expresso sob o promotor da
poliedrina, que €& altamente expresso neste sistema. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a expresséo da proteina Sm10.3 no sistema Bac-to-Bac.
O cDNA de S. mansoni foi clonado em pGEM-T Easy. Os clones obtidos
foram subclonados no vetor pFastBac Amino. Apds isso 0 gene recombinado
foi clonado em células DH10Bac para geracdo do bacmidio recombinante.
As células de insetos foram transfectadas com os bacmidios recombinantes
com o auxilio de lipossomo catibnico. As proteinas recombinantes foram
expressas em células de inseto. Apenas um clone da proteina recombinante
foi reconhecido por anticorpos anti-6xHis, por western blot. Nele foram
detectadas duas proteinas de tamanhos distintos, uma com o tamanho
esperado de 21 kDa e outra menor, de aproximadamente 15 kDa,
hipoteticamente gerada apo6s o transcrito ter sofrido splicing. Observou-se
que as proteinas recombinantes ndo foram fusionadas a proteina da
poliedrina. Este trabalho atingiu o objetivo de clonar e expressar o gene
Sm10.3 em sistema de expressado baculovirus, mostrando a eficacia deste

sistema para a producao de proteinas heterélogas.

Palavras-chave: Esquistossomose, MEG-4, expresséo proteica, Bac-to-Bac,
poliedrina.
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Abstract

Schistosoma mansoni is a helminth that parasitizes the intestine and blood
vessels of its mammalian host, causing several damages to the host's health,
which can lead to death. A protein present in the esophageal glands of S.
mansoni, Sm10.3, expressed in bacteria, has shown protective action in
animal tests, and may become a good candidate for the development of new
vaccines. Thus, it would be interesting to express it in a eukaryotic system,
such as the Bac-to-Bac system. This expression system uses the baculovirus
to infect insect cells. In this system, the Sm10.3 gene was expressed under
the polyhedrin promoter, which is highly expressed in this system. The
objective of this work was to evaluate the expression of Sm10.3 protein in the
Bac-to-Bac system. The S. mansoni cDNA was cloned into pGEM-T Easy.
The clones obtained were subcloned into the pFastBac Amino vector. After
that, the recombined gene was cloned in DH10Bac cells to generate the
recombinant bacmid. Insect cells were transfected with recombinant bacmids
with the aid of a cationic liposome. Recombinant proteins were expressed in
insect cells. Only one clone of the recombinant protein was recognized by
anti-6xHis antibodies, by western blot. In it, two proteins of different sizes
were detected, one with the expected size of 21 kDa and the other smaller, of
approximately 15 kDa, hypothetically generated after the transcript had
undergone splicing. It was observed that the recombinant proteins were not
fused to the polyhedrin protein. This work achieved the objective of cloning
and expressing the Sm10.3 gene in a baculovirus expression system,
showing the effectiveness of this system for the production of heterologous

proteins.

Keywords: Schistosomiasis, MEG-4, protein expression, Bac-to-Bac,

polyhedrin.
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1. Introducéao

O Schistosoma mansoni, helminto pertencente a classe
Trematoda, € um animal que parasita o intestino e vasos sanguineos de seu
hospedeiro mamifero, como o homem, primatas, entre outros (1-3). Esta
espécie, além de outras quatro, que sdo S. haematobium, S. intercalatum, S.
japonicum e S. mekongi, sdo as causadoras da doencga esquistossomiase ou
esquistossomose em humanos (2,3). Este parasito possui um ciclo de vida
bastante complexo, englobando desde diferentes fases de desenvolvimento

a diferentes habitats e hospedeiros (Fig.1) (3,4).

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sado
liberadas na dgua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracéo,
transformando-se esquistossdmulos

8- Circulacdo

l

3- Miracidios penetram

no molusco
9- Migracdo até o
sistema porto
hepético, onde se
formam adultos
2- Miracidios /

liberados
dos ovos 4 /——

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam 0s ovos; estes
alcancam a circulacdo hepética até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: Souza, et al. 2011.
Figura 1. Esquematizacédo do ciclo biol6gico do Schistosoma mansoni.

20



1.1.Ciclo biolégico

O ciclo d&-se inicio com a presenca dos ovos no ambiente, que no
caso da S. mansoni o ovo é caracterizado por ter uma forma oval com a
presenca de uma espicula lateralizada (1-3,5). Quando maduros, em meio
aquatico liberam o miracidio, o primeiro estagio larval de vida livre,
caracterizado pela presenca de cilios ao longo de todo o corpo, sendo este a
forma infectiva do molusco do género Biomphalaria — hospedeiro
intermediéario especifico do S. mansoni (Figs. 1 e 2 A) (3,6).

No molusco, ocorre a fase assexuada deste parasito, havendo a
maturacdo do miracidio em esporocisto, 0 segundo estagio larval, que é
caracterizado pela presenca de dois estagios: o esporocisto mae e o
esporocisto filha. O esporocisto mée é quando o esporocisto esta na fase de
proliferacdo, gerando diversas larvas (os esporocistos filha), ja o esporocisto
filha migram ao longo do molusco, se afastando do esporocisto mae,
podendo ou gerar novos esporocistos ou se desenvolver em cercaria, 0
terceiro estagio larval de vida livre (Figs. 1 e 2 A) (2,3,6,7). Esta, tem cerca
de 500 um e é caracterizada pela presenca de um corpo e de uma cauda
com a extremidade bifurcada, conhecida como furca (3,7,8). A cercaria, por
sua vez, sai do molusco sendo liberada no ambiente aquético (onde pode
permanecer por até 48 horas) onde, ao deparar-se com um mamifero — seu
hospedeiro definitivo —, o infecta por penetragéo ativa da pele (3,4,7,9).

No hospedeiro mamifero, ao entrar na pele, a cercéaria perde sua
cauda bifurcada e matura para uma nova fase, o esquistossémulo, o qual
migra no tecido até atingir uma corrente sanguinea (1,3,4,7). Pela circulacéo
sanguinea, o esquistossdmulo circula pelo hospedeiro, passando pelos
pulmbes e coracdo, até alcancar o figado (nhas veias porta), onde se
desenvolve e atinge a fase adulta. (2,3,5). Os adultos de S. mansoni séao
caracterizados entre os platelmintos dioicos por possuir uma dismorfia
sexual muito evidente, com uma fémea maior e mais estreita que o macho, e
este, por sua vez, possui uma reentrancia ao longo do abdémen, o canal

ginecoforo, onde a fémea se aloja para a copula (Figs. 1 e 2 A) (5,10).
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Quando adultos, os vermes migram para as veias do mesentério —
no caso do S. mansoni pode ser as que irrigam tanto o intestino grosso
quanto o delgado — onde copulam e se fixam liberando cerca de 300 ovos
por dia, que atravessam o tecido da parede intestinal até o limen, onde séo
liberados no ambiente juntamente com as fezes, iniciando o ciclo novamente
(1,5,7). Entretanto, & muito comum que metade desses ovos ndo consiga
chegar ao lumen intestinal. Na maioria das vezes eles vao parar no figado
ou em outras partes do corpo - como no sistema nervoso — sendo este 0
principal motivo dos sérios agravos que ocorre nesta doenca, podendo haver
até mesmo uma evolucédo do quadro clinico agudo para o cronico (Figs. 1 e
2 B) (5,11).

Ovo Miracidio Esporocisto  Cercaria Esquistossomulo Adultos

Fonte: www.picbear.linkpc.net, modificado.

Vela hepatcs —,

Estdenago

Vela porta
hepética
vea
esplénica
Bago

Duodeno

Ve
Tesenténca
nfenor

teo

Recto

Fonte: Carvalho, et. al. (2008).
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Figura 2. (A) Fases de desenvolvimento de Schistosoma mansoni. (B)
Esquema indicando os vasos onde normalmente os vermes adultos se fixam
(linhas pretas) e dos ovos de Schistosoma mansoni nos intestinos grosso e
delgado, figado e baco.

1.2.Epidemiologia

Por se tratar de uma doenga que afeta humanos, a
esquistossomose mansonica (EM) possui um aspecto epidemiolégico muito
importante para a saude publica. A EM tem uma ampla distribuicdo pelo
mundo, sendo encontrada em regifes como a Africa, Oriente Médio, Caribe,
Brasil, Venezuela e Suriname (Fig. 3) (14-16). A EM possui uma alta
prevaléncia mundial, possuindo uma estimativa de mais de 200 milhdes de
pessoas no mundo infectadas por esquistossomose, sendo estes numeros
ainda subestimados, por esta se tratar de uma doenca altamente

negligenciada (14,17).

(,, oy’ o = /C /(/) o
[ Schl:stusoma mansoni ) éjg?; ) /))"Q’qh\ A\ ) §
I Scitosamaivenaiton ﬁm e (x;\ﬁ\,,g RN

== B3 Schistosoma japonicum
W Schistosoma mekongi
B8 Mixed S haematobium or S mansoni

3 Major rivers and lakes

LS

= é&b ,%
@wvﬂ
& =g

L

/

Fonte: Colley, D. G, etal. (2014).

Figura 3. Distribuicdo global de paises onde a esquistossomose humana é
transmitida.
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No Brasil, a EM, também conhecida como “xistose”, “barriga
d’agua” e “mal-do-caramujo”, possui grande magnitude, atualmente atingindo
todas as regides do pais, apesar de ser em propor¢cdes muito diferentes,
muito devido a distribuicdo da Biomphalaria sp. — e o fato de muitas regides
nao fornecerem/atualizarem os dados sobre a doenca aumentam essa
disparidade. A EM se torna mais preocupante nos estados do nordeste e
sudeste, onde no Nordeste quase todo o litoral e os estados do Sudeste,
como o Espirito Santo, Minas Gerais e S&o Paulo, sdo amplamente
acometidos por esta doenca (Fig. 4) (1,4,9,10,14,17-19).

No Brasil, sdo gastos cerca de US$ 41,7 milhdes, ou mais de 200
milhdes de reais, com a esquistossomose mansonica, levando em conta
gastos com internacgfes e tratamento, além das perspectivas sociais, ja que
0S pacientes acometidos por esta doenca, durante sua fase cronica,
acarretam a um decréscimo na forca de trabalho do pais, ja que esta € uma
comorbidade incapacitante (20).

Até o ano de 2017, foram mais de 4 mil infectados em todo o
Brasil, uma alta prevaléncia, considerando que muitos casos ndo sao
notificados (17,18,21). SO no estado de Minas Gerais, em 2017, foram
notificados mais de 1.700 casos de EM (18). J& na regido centro-oeste esta
transmissdo é bastante limitada, porém presente, como é possivel observar
no SINAN (ultimos dados de 2017) onde foram notificados 66 novos casos
de EM, para toda a regido centro-oeste, sendo que destes 66 casos, apenas
19 ocorreram no Distrito Federal (16,18,22). De acordo com o Ministério da
Saude, no periodo entre 2003 a 2018, apos a realizacdo de mais de 1 milhdo
de exames na populacdo, de municipios endémicos, foi constatada uma
média de 65 mil portadores de Schistosoma mansoni no pais (23).

Infelizmente, os dados epidemiolégicos da doenca no SINAN e
nos programas de controle da esquistossomose (PCE) nos estados nao tém
sido atualizados desde entdo, comprovando qudo negligenciada é esta
doenca. Entretanto, estudos recentes mostram que a EM continua bastante
ativa e persiste em nosso pais, principalmente nos estados onde a

incidéncia sempre foi alta (10,24,25).
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Figura 4. Distribuicdo da esquistossomose no Brasil, segundo percentual de
positividade por municipio, 2013-2017.

1.3.Diagnostico

Um dos fatores que agrava e muito a situacdo da EM é a
facilidade com que o quadro clinico do paciente pode se agravar —
principalmente os de baixa renda e de regi6es com acesso precario a saude
—, caso nao haja um tratamento adequado (1,23,26).

Como a EM, durante sua fase inicial (aguda), pode ser
assintomatica, ou apresentar sintomas muito inespecificos, como a dermatite
(causada pela penetracdo da cercaria na pele), levando a um aumento
consideravel na eosinofilia e IgE, astenia, febre de Katayama (que surge
apos 3 a 7 semanas de exposi¢ao), nauseas, vomito, diarreia, dor abdominal,
cefaleia, entre outros (1,2,9). Em camundongos, foi demonstrado que a
resposta ao Schcistosoma € equilibra entre TH1/Th2, sendo inicialmente,
durante a fase jovem do parasito, a Thl, que é pro-inflamatoria, e apés a

oviposi¢cao, ou seja, durante a fase adulta, passa a ser Th2, anti-inflamatoria,
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elevando os niveis de IL-5 e IL-10, que tem grande importancia no controle
da inflamacgéo causada pelos ovos (13,27,28)

A doenca, na fase aguda, normalmente evolui para a cura, com ou
sem tratamento, e até mesmo pode gerar resisténcia contra novas infeccoes,
mas estas respostas estdo diretamente relacionadas a carga parasitaria
(necessariamente baixa) e idade do paciente, ja que com a idade ocorre o
espessamento da pele, dificultando a entrada das cercarias pela penetracdo
ativa da pele (13,28,29). Muitos dos infectados ndo buscam assisténcia
médica imediata, pois além desses sintomas serem muito inespecificos,
muitas destas pessoas tém dificil acesso ao sistema de saude, facilita que a
EM evolua para um quadro croénico (1,2,9,13).

A fase tardia (crénica) da EM que inicia-se por volta de apos 6
meses de infeccdo (e pode perdurar por anos), também pode ser
assintomatica, mas normalmente apresenta sintomas classicos de
emagrecimento e hepatoesplenomegalia (também muito confundidos com
diversas outras doencas), causados pela forte resposta inflamatdria do
organismo contra 0s ovos criando granulomas que dependem da
participacdo tanto da resposta inata (macrofagos, neutrofilos, eosinofilos,
basofilos, mastocitos e células dendriticas) e da resposta adquirida, que
neste caso é a inducao da resposta Th2. (Fig. 5) (7,9,26).

Além disso, estes sintomas podem evoluir e apresentar
complicacbes como fibrose hepatica, hipertensdo portal e pulmonar,
insuficiéncia hepética severa e hemorragia, fatores estes associados ao
TNF-a, IL-5, IL-10 e IL-13, elevados, além do comprometimento do sistema
nervoso central (neuroshistosomiase), entre outros comprometimentos, que

sem tratamento sao letais (1,2,7,16,26,30).
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Fonte: Araguaia, 2011.
Figura 5. Paciente com a forma hepatoesplénica de Schistosoma mansoni.

Apesar do quadro clinico do paciente possuir estes sintomas
muito genéricos, o diagnéstico da doenca é simples, bastando a suspeita da
doenca para o médico encarregado realizar o pedido dos exames
apropriados Logo, ap0s o exame clinico, alguns testes laboratoriais séo
necessarios para se confirmar a suspeita da doenca. Testes como exame
parasitologico de fezes, tanto o método de Lutz (por sedimentacdo
espontanea) ou o método de Kato-Katz, servem para a identificacdo da
doenca ativa com a presenca dos ovos, sendo que este teste ndo serve para
identificar uma infeccdo recente, ja que é necessario 0s vermes estarem
adultos e se reproduzindo; testes soroldgicos, para verificar a presenca de
anticorpos, entretanto, estes testes, como ELISA, ndo conseguem
diferenciar se o paciente estd com uma infeccdo ativa ou se ja teve contato e
foi curado; também pode ser necessaria uma tomografia e biopsia dos

“tumores” (granulomas), em alguns casos da doenca na fase cronica (7,9,26).

1.4. Tratamento

Atualmente, h& dois medicamentos utilizados para o tratamento
de EM o Praziquantel (PZQ) e Oxamniquine (OXA), sendo usado
preferencialmente o PZQ, por ser de dose Unica e causar efeitos adversos

leves (4,7,13,15,16,32). Entretanto, além de ambos possuirem
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contraindicacbes em caso de pacientes epiléticos ou com insuficiéncia
hepética, renal e cardiaca graves, ambos ndo possuem efeito profilatico ou
nao impedem uma reinfec¢éo dos pacientes por este parasito (4,7,15,16,32).

Outro fator desfavoravel a estes tratamentos, no caso do PZQ, é
que, além do fato dele ser ineficaz na fase jovem (esquistossémulo), ou seja,
atua apenas contra a fase adulta, ndo sendo portanto indicado para o
tratamento de infec¢bes recentes, também se for ministrado em doses
inadequadas (subcurativas), o parasito recupera-se dos danos causados ao
seu tegumento, 0 que nos leva a séria e preocupante situacao de resisténcia
medicamentosa — situacdo esta, que ja foi demonstrada em ambos os
medicamentos, pincipalmente em pacientes reinfectados (33-37).

Além disso, além do PZQ ndo ser capaz de reverter alguns
quadros graves gerados pelo Schistosoma, como é o caso da
neuroesquistossomose, onde 0 paciente permanece com sequelas mesmo
apos a cura, alguns estudos em camundongos também ja demonstraram
que o tratamento com PZQ pode levar ao reparo defeituoso dos vasos, ou
vasculopatia, ou seja, alteracées vasculares persistentes, tanto pulmonares,
qguanto hepaticas, podendo levar a agregados anastomaticos de vasos e a
hipertenséo portal (29,38,39).

Com isso, a prevencédo no Brasil foca suas a¢des principalmente
no controle do caramujo Biomphalaria sp. em regibes endémicas e nas
populacdes de risco evitar locais com agua contaminada — o que € bem
dificil se ndo houver uma educacgdo/conscientizacdo a respeito disso.
Somando-se isto ao fato de este parasito ndo se replicar dentro do
hospedeiro definitivo, nota-se a importancia de uma profilaxia que possa
impedir a evolugdo deste parasito no hospedeiro humano, ou atuando na
fecundidade dos vermes adultos, reduzindo assim a patologia e
transmissibilidade desta doenca (16,40). No entanto, mesmo com o0s
diversos estudos a respeito, até hoje ndo ha no mercado uma profilaxia
eficaz (1,35,41).
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1.5.Situagéo vacinal

Como é possivel observar, apenas campanhas de
conscientizacdo contra a esquistossomose e métodos para exterminar a
presenca do caramujo em regides endémicas ndo tém surtido um efeito
permanente, ja que volta e meia surgem novos relatos da doenca no pais.
Logo, se faz necessario o uso de uma profilaxia para impedir o surgimento
de novos casos. Para se ter uma ideia da relevancia da esquistossomose
para a saude, em 2016 ela ficou na sétima posicao, entre as 10 doencas que
mais se necessita de uma vacina (42).

Mais de 15 antigenos de Schistosoma mansoni tém sido
estudados nos ultimos anos, com o propésito de se gerar uma vacina, trés
deles estdo em diferentes fases clinicas de testes (sem resultados
divulgados até o momento) (37,42—-47). Proteinas como a Smp80 (Calpaina),
Sm28-GTS, Sm97 (Paramiosina), Sm-TSP-2 (Tetraspanina 2), Sm14, entre
muitas outras, tém sido estudadas, mostrando resultados favoraveis e
promissores ao desenvolvimento de uma vacina, mas a maioria ainda néo
apresentou resultados satisfatérios, jA que foram eficientes em reduzir a
carga parasitaria (vermes adultos) e consequentemente nos nuameros de
ovos liberados nas fezes. Entretanto, nenhuma até o momento impediu o
desenvolvimento da infeccdo ou eliminou 100% dos parasitos (9,40,44,48—
50).

Muitas das proteinas que tém sido estudadas possuem origem e
funcdo desconhecidas no S. mansoni, mas alguma ja se sabe que possuem
origem tegumentar, o que nos leva ao problema da plasticidade que este
animal tem em recuperar-se ap0s atagues ao seu tegumento, como foi
discutido no topico anterior. Entretanto, para tentar contornar esta possivel
situacdo, alguns estudos demonstram que uma possivel estratégia seria
criar antigenos contra alvos do trato digestivo do parasito, ja que por se
tratar de um parasito hematéfago, este libera compostos

proteicos/enzimaticos para a lise das hemacias do hospedeiro (entre outras
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funcdes) para a obtencdo de nutrientes essenciais a sobrevivéncia do
parasito (43,51-54).

Uma das proteinas, caracterizada em 2014, por Martins e
colaboradores, como tendo origem nas glandulas esofagicas do S. mansoni
€ a Sm10.3, pertencente aos genes da familia MEG-4, sendo encontrada em
quase todas as fases de desenvolvimento do parasito, principalmente em
esquistossémulos, com a exce¢do dos miracidios, estando presente nao so
no S. mansoni, como em todas as demais espécies de Schistosoma (Fig. 6)
(52,55,56). Ainda ndo se sabe sua real funcdo, mas acredita-se que ela
esteja associada com o processo de alimentacdo do parasito, pois esta
proteina demonstrou que induz a aglutinacdo de eritrocitos e por ser uma
proteina secretada exclusivamente pelas glandulas esofagicas (52,55,57).
Este antigeno demonstrou acdo protetiva parcial em testes com animais,
apresentando uma reducédo de até 32% na parasitemia de vermes adultos e

de até 43,6% no numero de ovos no figado (52).

Limem

S 3 intestinal
Gléndula esofagica Tegumento

Smi10.3

Ventosa oral

Esoéfago Orgédos

Ventosa reprodutivos Gastroderme
ventral

Fonte: Figueiredo et al. 2015, modificada.

Figura 6. Representacdo esquemética de Schistosoma mansoni. Enfatiza-se
o trato digestivo e glandula esofagica, com o antigeno Sm10.3, nela gerado.

Esta proteina demonstrou uma acéo protetiva parcial, mesmo
estes testes tendo sido realizados com a proteina (eucaridtica) sendo
expressa em bactérias (sistema procariotico), ou seja, faltando todo o

aparato pés-traducional fornecido pelo sistema eucariético (52). Logo, se
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esta proteina for expressa em modelos de expressao eucariético, € possivel
que demonstre resultados mais satisfatérios, além de que, se associada a
outros antigenos e a um tratamento quimioterapico, pode se tornar uma boa
candidata para o desenvolvimento de métodos de diagndstico mais precisos
OU Mesmo para novas vacinas, ja que por ser encontrada em fases mais
jovens deste parasito (antes de se tornar adulto), pode interferir no
desenvolvimento do parasito no hospedeiro humano, ou sendo, para

métodos de diagnostico mais precisos da doenca.

1.6.Familia dos genes Micro-exon (MEG) e a Sm10.3

Os micro-exons sdo genes compostos por varias sequencias de
exons, sendo cada um formado por volta de 3 a 30 pares de base (pb) e
extremidades 5 e 3’ contendo exons do tamanho convencional (Fig. 7)
(56,58-60). Acredita-se que suas funcdes sejam: 1°) caso haja um erro de
leitura, causar uma mudanca de quadro levando a formacéo de stop cédons
prematuros, levando a degradacdo do mRNA; 2°) realizar uma alteracéo da
estrutura da proteina, podendo entdo modular as interacdes proteina-
proteina; e 3°) criar locais para modificacdo poOs-traducional de proteinas
(54,57,59,61).

Os MEGs ja foram descritos em diversos organismos, inclusive
em humanos, mas normalmente com poucos genes com essa estrutura no
genoma, no Schistosoma, entretanto, este tipo de gene € muito frequente
em seu genoma (56,59,60). Ja foram descritas mais de 30 familias de MEGs
s6é no Schistosoma, com inumeros membros cada uma (56-58,62). A
proteina Sm10.3, membro da familia MEG-4, sera alvo de estudos do
presente trabalho.
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Figura 7. Representacdo esquematica da estrutura do gene de alguns
membros da familia MEG. Varios membros podem ser encontrados em cada
familia, o numero total detectado é indicado entre parénteses. Cada caixa
representa um exon desenhado em escala, e 0 ndmero acima indica o
tamanho do exon em nucleotideos. Os tridangulos indicam os exons que
codificam os peptideos sinais previstos. Outras caracteristicas associadas
aos exons sdo indicadas por cores e agrupadas da seguinte forma: exons
com comprimentos que sdo multiplos de 3 bp (vermelho) ou sé&o indivisiveis
por 3 bp (laranja); exons com mais de 36 bp e comprimentos que sdo
multiplos de 3 bp (azul); exons de iniciacdo e terminacao (cinza); regido nao
traduzida (preto).

O cDNA do Sm10.3 foi inicialmente isolado de vermes adultos,
onde foi descoberto que o antigeno gerado era reconhecido pelo soro de
humanos previamente infectados (63,64). Curiosamente, a partir deste clone
de cDNA, foram gerados diferentes transcritos, de diferentes tamanhos,
expressos tanto em vermes adultos quanto em cercarias e esquistossémulos
(n&o houve sua presenca nos ovos), sendo muito mais expresso em machos
adultos que em fémeas ou nas demais fases (63,64).

Uma das caracteristicas incomuns encontrada nesta familia de
gene, € a presenca de regibes em tandem, mais especificamente, a
presenca de varias repeticdes de 81 pares de bases (pb), sendo que destas
81pb, h& trés micro-exons constituidos por 27 pb cada. Além disso, estes 81
pb sédo intercaladas por regides bem conservadas de 3 quilo bases (kb),
chamadas de matrizes tandem (56,58,63,64). Ja foi demonstrado que estas
repeticbes em tandem sdo uma importante regido que sofre modificacbes

pos-traducionais, principalmente as O-glicosilacdes, importantes para o
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correto dobramento da proteina e ativacdo de seu peptideo sinal, para sua
secrec¢do das glandulas esofagicas (61).

Outra caracteristica curiosa € que, apesar da extremidade 3’
desses elementos em tandem serem constantes, a extremidade 5’ dessas
sequéncias podem exibir diferencas significativas, variando bastante de um
transcrito pra outro (63,64). Devido a estas peculiaridades, acredita-se que
existam pelo menos dois complexos de locis para formacao do gene Sm10.3,
em S. mansoni, havendo a partir deles a sintese de inimeros mRNAs, mas
gue estes — com suas devidas aplicabilidades e funcbes para o parasito —
sdo regulados pela maquinaria celular do parasito conforme sao
desenvolvidos (63,64).

1.7.Sistema de expresséo heterdlogo: Baculovirus

Por muito tempo as bactérias, como a Escherichia coli, tém sido
utiizadas para a expressdo de proteinas de forma heteréloga,
principalmente devido a facilidade de sua manipulacdo e aos baixos custos
envolvidos (65). Entretanto, ha inUmeras desvantagens ao se utilizar este
sistema de expressao procaridtico, como por exemplo, a dificuldade se
expressar proteinas heterélogas no citoplasma da bactéria — podendo levar
a producdo da proteina desejada numa conformacao indesejada, inativando-
a —, a alta sintese de proteases também pode ser um problema, podendo
causar a degradacédo da proteina expressada e, além disso, este sistema de
expressdo nao permite a realizacdo de modificacbes pds-traducionais, como
glicosilacdo e formacgdo de pontes dissulfeto, — especificas em sistema
eucarioto — também podendo acarretar na sintese de uma proteina com um
dobramento inadequado, insoltvel e/ou inativa (65—-68).

Esta ultima desvantagem (a impossibilidade de modificacbes pos-
traducionais) pode interferir, por exemplo, na qualidade de um teste
diagnostico - que necessita de alta sensibilidade e especificidade para ser

eficaz —, ou mesmo na producdo de uma vacina — que precisa ter seu
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antigeno o mais parecido e imunogénico possivel com a proteina desejada
em sua conformacdo natural —, jA que algumas proteinas eucaribticas
possuem conformacdo especifica devido a estas modificagbes (68—70). O
sistema de expressdo em Baculovirus, utiliza a maquinaria do sistema
eucarioto através da infeccdo de células de insetos que, mesmo nao
possuindo o perfil de modificacdo idéntico ao dos eucariotos superiores, é
similar, podendo entédo suprir essas “falhas” da expressao heterélogas em
bactérias (67,68,71-73)

Os Baculovirus, pertencentes a familia Baculoviridae, sdo virus
com genoma circular de DNA fita dupla com um tamanho que varia de 80 a
180 Quilo bases (kb), sendo capazes de infectar, por via oral, larvas de
diversas ordens de insetos, mas tendo a ordem Lepidoptera a principal
(71,74,75). Existes cerca de quatro géneros e centenas de espécies de
Baculovirus, sendo a espécie mais utilizada como vetor em pesquisas a
Autographa california multiple nucleopolyhedro virus (AcMNPV) (73,76—78).
Eles possuem dois diferentes tipos de forma infectiva (virions), os virions
derivados de brotamento — do inglés budded virions (BVs) — e o0s virions
derivados de corpos de oclusdo — do inglés occlusion bodies (OBs) —, ambos
sendo produzidos em diferentes fases do ciclo bioldgico do Baculovirus (Fig.
8) (73,77-79).

34



Baculovirus
nucleopolyhedrovirus

Virion brotado Virien derivado
(8V) de ocluséo (ODV) Corpo de oclusio (OB)
visdo
P transversal &
Peplomeros
(gp64) \ DNA

capsidio

Visdo
lateral
Envelope

2 Poliedrina
50 nm 5 ym
| RN | .

Fonte: Thumbi, David Kahuro (2008), modificado.

Figura 8. Biologia de baculovirus mostrando seus dois fendtipos. Os
nucleopoliedrovirus sobrevivem fora de seu hospedeiro na forma de corpos
de ocluséo viral (OBs) que consistem em uma matriz de poliedrina na qual
os virions derivados de oclusdo (ODV) sdo incorporados. Os ODVs séo a
forma infectiva dos insetos, quando estes ingerem o OB, infectando as
células do intestino médio, apds o cristal de poliedrina ser digerido. O virion
brotado (BV) espalha a infeccdo de célula para célula no corpo do inseto,
tendo a proteina GP64 como vital para a disseminagcdo do virus dentro do
sistema hospedeiro.

Os BVs sao particulas virais extracelulares, que brotam da
membrana da célula hospedeira, infectando as células adjacentes,
espalhando a infeccéo por todo o corpo de seu hospedeiro. Ja os OBs, séo
varios virions (no caso dos multiplos nucleopolyhedrovirus) encapsulados
por uma proteina cristalizada, a poliedrina. Estes OBs sao produzidos em
grande quantidade no nucleo da célula, e la permanecem até a célula lisar
devido a essa grande quantidade de cristais presentes em seu nucleo
(73,77-79).

Na natureza, os OBs causam a morte do inseto parasitado,
fazendo com que o inseto literalmente se liguefaca, expondo estes cristais

cheios de virions no meio externo. Os OBs permanecem na natureza até
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serem ingeridos novamente por um inseto, s6 se dissolvendo (expondo os
virions) em meio alcalino, ou seja, no trato digestivo do hospedeiro, iniciando
novamente seu ciclo de infeccdo. Podemos entdo dizer que os corpos de
oclusédo sdo a forma de resisténcia do baculovirus, ja que a proteina que o
encapsula o protege de diversas intempéries da natureza (73,77,78).

A poliedrina é uma proteina de aproximadamente 30 kDa e é uma
das proteinas que mais chamam a atencao nesse sistema de expressao, por
varios motivos como: por ser muito conservada (dificilmente seu gene sobre
mutacdes), ndo ser essencial para a sobrevivéncia e infectividade do virus
em uma cultura de células, e principalmente por ser altamente expressada
no virus. Devido a isso ela € um dos principais alvos para clonagem de
genes para a producao de proteinas heterélogas, jA que ao adicionar o gene
de interesse junto ao promotor da poliedrina, a proteina recombinada sera
altamente expressada (71,74,75,78,80-82).

Além desses e outros fatores como, a relativa facilidade de se
cultivar células de lepidopteras (elas ndo necessitam de CO: para seu
crescimento) e pela capacidade de gerar proteinas recombinantes com
modificacdes pos-traducionais importantes, citadas anteriormente, outras
vantagens de utilizar este sistema de expressdo em Baculovirus sao: 1° pela
biosseguranca, pelo fato deste virus nao infectar humanos, e 2° pela
capacidade de clonar insertos de DNA de tamanhos variados, sem afetar a
replicacdo do virus, devido ao genoma viral ser grande (67,68,71,73—
75,80,83)

Todas essas vantagens contribuiram para que o sistema de vetor
de expressdo em baculovirus (BEVS) se tornasse muito popular tanto na sua
utilizagdo em pesquisas, quanto em industrias (73,84,85). Atualmente, por
exemplo, esse sistema ja esta sendo utilizado para a producdo de algumas
vacinas comercializadas como, as vacinas Cervarix, contra o papilomavirus
humano (HPV) e a Flublok, contra gripe, entre outras utilizagdes como a
imunoterapia (73,86,87). Hoje existem diversas plataformas deste sistema, e
uma das mais utilizadas é a Bac-to-Bac™ (que sera utilizada no presente
trabalho) (73,84,85).
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2. Justificativa

Por esta ainda ser uma das muitas doencas altamente
negligenciadas que ainda ndo possui uma profilaxia, que além de causar
altas taxas de morbidade no pais e no mundo e por acarretar um alto custo
para a saude publica do pais, sem falar nos impactos sociais e econdémicos
que esta doenca causa na vida de seus portadores, a necessidade de
encontrar uma vacina (junto ou ndo a um tratamento quimioterapico) que
possua uma alta eficacia, € de extrema importancia.

Além disso, tendo em vista que a proteina Sm10.3 esta presente
em varias fases de desenvolvimento do parasito, podendo assim ter uma
eficacia maior em interferir na evolucdo do parasito para a fase adulta,
podendo impedir, portanto, a postura dos ovos, que sao o0s grandes
causadores das complicacdes desta doenca, e por esta proteina ja ter
demonstrado acdo protetora contra 0 Schistosoma mansoni, mesmo tendo
sido expressa num sistema procarioto (E. coli) tem se tornado constante a
procura de novos sistemas de expressao heteréloga, principalmente os que
possuem caracteristicas semelhantes ao dos eucariotos superiores como 0s
mamiferos, que sejam de facil manipulacdo génica (semelhante as
bactérias), além de que possibilitem uma producdo em massa, em escala
industrial, e econbmica desses antigenos, como € 0 caso do sistema de
expressdo em baculovirus. O Bac-to-Bac, além da possibilidade da producao
de antigenos em massa, com baixos custos, também proporciona as
vantagens da expressdo de antigenos em um sistema eucarioto, através das
células de insetos, com modificacbes pos-traducionais, como as O -
glicosilagbes

Logo, este trabalho visa avaliar a expressdo heter6loga em um
sistema eucariotico de um antigeno que possui grande potencial vacinal,
além de poder servir para o desenvolvimento de métodos de diagnosticos

mais sensiveis e especificos.
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3. Objetivos

3.1.Geral
O objetivo deste trabalho é expressar e avaliar a proteina Sm10.3,

proveniente do parasito Schistosoma mansoni, em um sistema eucariotico

de expresséao heteréloga de proteinas, o Baculovirus, em células de insetos.

3.2.Especificos
o Avaliar diferentes transcritos desta proteina;

o Clonar, expressar e analisar a proteina Sm10.3 expressa em

células de insetos, através do baculovirus.

38



4. Metodologia

4.1.Antigeno a ser expresso

Gene da familia MEG-4, Sm10.3, nimero de acesso Smp_163630,
no GenBank (NCBI). Foram utilizados para o alinhamento do gene
sequenciado os mMRNAs com 0s numeros de acesso M22346.1 e
AY256907.1, também no GenBank (NCBI).

4.2.Microorganismos e vetores

Foram utilizadas as linhagens de Escherichia coli, para a
clonagem da proteina sendo elas: a DH5a, a TOP10 e a DH10Bac —
contendo o bacmidio, com gene de resisténcia a Canamicina, um plasmideo
auxiliador (pHelper), com gene de resisténcia a tetraciclina e um gene lacZa
(Fig. 9). As coldnias contendo bacmidios recombinantes foram identificados
pelo rompimento do gene lacZa, demonstrado pela cor branca da col6nia. A
linhagem DH10Bac, de E. coli foi fornecida pelo prof. Bergmann Morais
Ribeiro, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia.

Os vetores utilizados para a clonagem do gene Sm10.3 foram: o
PGEM®-T Easy (em DHb5a), contendo o gene lacZa, onde o inserto de
Sm10.3 foi inserido (as colbnias contendo o inserto recombinante foram
identificadas pelo rompimento do gene lacZa, demonstrado pela cor branca
da colonia.), e o gene de resisténcia a ampicilina (Fig.9). O pFastBac™
Amino (em TOP10), onde o sitio mini-Tn7 no plasmideo pFastBac doador
pode transpor para o sitio de destino mini-attTn7 no bacmidio através de
enzimas de transposicdo no plasmideo auxiliar, além de 6x histidinas na
porcdo N-terminal (Fig. 10 e 11). O pFastBac™ Amino foi fornecido pelo prof.
Bergmann Morais Ribeiro, do Instituto de Ciéncias Biologicas, da
Universidade de Brasilia.
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Além disso, para a expressao das proteinas em sistema eucarioto,
foram utilizadas as células Tn5B de Trichoplusia ni, fornecidas pelo prof.
Bergmann Morais Ribeiro, do Instituto de Ciéncias Biologicas, da

Universidade de Brasilia.

xminl 2009
. 7l 1 start
Scal 1880 Maegl 2707 Apal 14
- Aatll | 20
f1 ori Sph 76
BstZl 31
Mool 37 —
.ﬂ.rnp' EEI'IZI j%
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{3015bp)
Spel &4
EcoRI Fi+]
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BstZl 7
_ Pstl | 88
ori Sall a0
MNdel a7
Sacl 109
Bst¥dl 118 3
Msil 127 :“'
141 =
T sps 2

Fonte: Promega.

Figura 9. Mapa do vetor pGEM®-T Easy, com a adicdo de timinas (T) em
cada extremidade. A seta vermelha indica a enzima de restri¢cao utilizada, a
NCO I.

7L rep origin
Tl Promotor
ST AmpR
Ncol pFastBac Amino
5493 bp
6xHis
Pph

Tn7R

Figura 10. Mapa do vetor pFastBac Amino, com a adigédo de 6x histidinas no
N-terminal, entre o promotor da poliedrina (Pph) e o gene da poliedrina.
Crédito da imagem: Leonardo de Assis.

40



mini-atfTn7

Kanr

\ Bacmid /
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Fonte: Thermo Fisher™

Figura 11. Bac-to-Bac® “Sistema de Expressdo em Baculovirus”.
Esquematizacdo do Bacmidio, pHelper (auxiliador) e pFastBac (doador), em
células DH10Bac, de E. coli.

4.3.Meios de cultivo, soluc¢des, antibidticos e enzimas utilizados

Foi utilizado o meio Luria Bertani (LB) (triptona 10 g/L, extrato de
levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L) para o cultivo de todas as linhagens de E. coli e
o0 mesmo meio LB acrescido de 15 ¢g/L agar bacteriolégico, para
plagueamento, esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos (90); o
meio TC-100 (Gibco-BRL) para o cultivo e transfeccdo das células TN-5B.

Os antibidticos foram utilizados de acordo com o0s genes de
resisténcia de cada vetor. Para o vetor pGEM®-T Easy, 100 pg/mL de
ampicilina; para o vetor pFastBac™ Amino, 20 ug/mL ampicilina e 7 pg/mL
gentamicina. Além disso, para o cultivo em DH10Bac foram utilizados 10
pg/mL de tetraciclina e 50 pg/mL Canamicina.

Os tampdes e solugdes utilizados foram: PBS 10x (NaCl 80 g/L,
KCI 2 g/L, Na2HPO4 14,4 g/L, KH2PO4 2,4 g/L, [pH 7.4]) autoclavado, diluido
para 1X, utilizado para a ressuspensao das células Tn5B e lavagens do
Western blot; o SB 20X (NaOH 8 g/L, Acido Bérico 45 g/L), diluido para 1X,
utilizado para o preparo do gel de eletroforese e como tampéo de corrida da

41



mesma; a Solucdo de Cloro Calcio suplementado (CaClz 75mM, glicerol
15 % [v/v]), autoclavado e depois mantido a 4°C, para a quimio competéncia
das linhagens de E. coli.

Para o SDS-PAGE e western blot foram utilizados o tampéo de
corrida (Tris-HCI 25 mM/L [pH 8,3], Glicina 250 mM/L, SDS 0,1 % [p/V]); o
Tampéo de transferéncia (Tris-HCI 25 mM/L [pH 8,3], Glicina 192 mMIL,
metanol 20 % [v/v], SDS 0,05 % [p/v]), Tampao revelador NBT/BCIP
(Promega) (Tris-HCI 100mM [pH 9.0], NaCl 150mM, MgCI2 1mM); Solugéo
corante de Comassie (Comassie [brilhant blue G] 0,25 % [p/v], metanol 50 %
[v/v], &cido acético 7 % [v/v], dH20 500 mL); e a Solucéo descorante (etanol
5 % [v/v], &cido acético 7 % [v/v], dH20 1 L).

Para o corte e insercao do gene foi utilizada apenas a enzima de

restricdo NCO 1 (invitrogem).

4.4.Reacao em cadeia da Polimerase (PCR) e Primers utilizados

Nas PCRs realizadas neste trabalho, foram utilizadas a Taq DNA
Polymerase (Invitrogem ou Ludwig) e diversos primers (Tabela 2) com as
seguintes medidas, descritas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Lista dos reagentes e suas medidas para o preparo da PCR

Reagente Volume (L)
Tampao 10x 2,5

50 mM MgClz 0,75

10 mM dNTP 0,5

10 uM Primer Foward 0,3

10 UM Primer Reverse 0,3

5 U/uLTaq DNA 0,1
polimerase

ddH20 18,5
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DNA a ser amplificada. 2

*volume final de 25 pL

Tabela 2. Primers utilizados na amplificacdo do gene Sm10.3.

Primer Sequéncia Tm (°C)

SM10- 5 CCATGG GCAATATCTACC TTATTG GTATAT 3’ 58,3

BACF

SM10- 5 CCATGG TTATAT TGATTT GTC GTAATAGTAT 3 55,7

BACR1

SM10- 5 CCATGG TCT GCC CTC AAT TAT TGATTT GTC GTA 62,8

BACR2 ATAGTATZ

BacV-R 5 GGATCCCTCGAGTTAATACGCCGGACCAGTGAACA 68,6
GAY%

* Sublinhado duplo, indica a regiao de corte da enzima NCO |I.

*** Sublinhado simples, indica uma endoquinase.

4.5.Clonagem e obtencédo do antigeno Sm10.3 recombinante

4.5.1. Amplificac@o da sequéncia codificadora da proteina

A sequéncia de DNA codificadora da proteina selecionada foi
amplificada a partir de amostras de cDNA de vérias fases de
desenvolvimento do parasito ou apenas de vermes adultos, de ambos o0s
sexos, do Schistosoma mansoni.

A sequéncia foi amplificada através de PCR, com o0s primers
Sm10-BACF e Sm10-BACR1, seguindo as especificagcbes descritas na
Tabela 1, e apo0s alguns ensaios para padronizacdo, foi determinada a
seguinte programagao:
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Tabela 3. Programacé&o no termociclador.

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Pré-desnaturagéo 94 5 minutos
Desnaturagéo* 94 45 segundos
Anelamento* 60 45 segundos
Extencao* 72 1 minuto e 30 segundos
Extencao final 72 5 minutos

Fim 12 0

* Em 35 ciclos

4.5.2. Ligacdo do Sm10.3 ao pGEM®-T Easy

O produto da PCR foi ligado ao plasmideo pGEM®-T Easy
(Promega), com T4 DNA ligase (Promega), na proporcéo de 3:1 (3 medidas
de inserto de DNA para 1 medida de vetor), seguindo o protocolo e
especificacdes do fabricante, sendo mantida a 4°C, overnight.

4.5.3. Preparacgéo de células quimio-competentes

Todas as linhagens de E. coli, utilizadas neste trabalho, passaram
por um processo para deixa-las competentes para viabilizar a transformacéo
bacteriana, seguindo o protocolo segundo Xiaowei Li, com modifica¢des (91).

Foram inoculados 20 pL da linhagem de E. coli necessaria em 5
mL de meio LB liquido, sem antibi6tico (exceto para a linhagem DH10Bac,
gue deve ser cultivada em 50 pg/mL de Canamicina), cultivando a cultura em

shaker a 37°C, overnight.
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No dia seguinte, foram inoculados 4 mL desta cultura em 500 mL
de meio LB. A cultura permaneceu em shaker a 37°C (a 220 rpm). A O.D.s00
foi medida a cada 30 min, até atingir um valor entre 0,35 e 0,45 (ap0s cerca
de 2 h a 3 h). Apés atingir a O.D. desejada, a cultura foi mantida em gelo,
para estacionar o crescimento da bactéria.

A cultura foi distribuida em 4 tubos Falcon de 50 mL estéreis, e foi
centrifugada a 1.400 x g, por 5 min, a 4°C. Todo o meio sobrenadante foi
descartado, sendo preservado o pellet. Este processo foi repetido até todos
0s 500 mL da cultura se esgotar.

Os pellets foram ressuspendidos em 10 mL da solucédo de Cloro
Célcio suplementado e, ap0s isso, os pellets ressuspendidos de dois tubos
Falcon foram unidos aos outros dois, ou seja, dos quatro tubos Falcon
iniciais, restaram dois, contendo 20 mL da solucdo com o ressuspendido. As
células foram incubadas em gelo por 5 min. e depois centrifugas a 1.400 x g,
por 5 min, a 4°C. Foi descartada a solugéo sobrenadante.

Os pellets foram ressuspendidos em 10 mL da solugcdo CacClz
suplentado e, apoés isso, os pellets ressuspendidos de dois tubos Falcon
foram unidos, restaram por fim apenas um tubo, contendo 20 mL da solucdo
com o ressuspendido. As células foram incubadas em gelo por 5 min. e
depois centrifugas a 1.400 x g, por 5 min, a 4°C. Foi descartada a solucao
sobrenadante.

Por ultimo, o pellet foi ressuspendido delicadamente em 2 mL da
solugcéo de CaClz suplementado, e aliguotado em 100 pL em microtubos de
500 pL. As células foram armazenadas em freezer -80°C.

4.5.4. Transformacao bacteriana em DH5a por choque térmico

Para esta transformacéo, foi seguido o protocolo da Promega,
modificado (88).

Foram adicionados 5 pL da ligacdo em 50 pL de células DH5a em
um microtubo de 1,5 mL, homogeneizado delicadamente. A transformacéo

foi incubada em gelo por 5 min. O choque térmico foi realizado, mantendo o
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microtubo com a transformacédo em banho-maria a 42°C, por 90 segundos.
Em seguida, rapidamente o microtubo foi mantido em gelo, por 5 min.

Foi adicionado 1 mL de meio LB liquido ao microtubo,
homogeneizando a transformacéo delicadamente, sendo crescido em shaker
a 37°C, por 1 h. Enquanto isso, foi adicionado 40 uL/mL IPTG [100mM] e 20
mg/mL X-Gal as placas de agar LB, espalhados com a alca de drigalski
estéril. As placas ficaram secando por 15 min.

A transformacédo foi centrifugada a 10.000 x g, por 2 min. O
sobrenadante foi descartado, sendo deixado cerca de 100 pL. O pellet foi
ressuspendido com os 100 pL de sobrenadante restante. Foi plagueado
cerca de 20% e 50% da transformagédo em cada placa, que depois foram
mantidas em estufa a 37°C, overnight.

No dia seguinte, foram selecionadas colbnias brancas, para
serem cultivadas em 5 mL de LB liquido contendo 100 pg/mL de ampicilina,
em shaker a 37°C, overnight.

Foi realizado a PCR (utilizando os primers Sm10-BACF e Sm10-
BACR1) das colbnias cultivadas em meio liquido, para confirmacdo do
inserto, seguindo 0os mesmos parametros descritos anteriormente, descritos
nas tabelas 1 e 2. Além disso, foram feitas aliquotas dessas amostras,
preservadas em glicerol 50% e armazenadas em freezer -80°C.

Apods confirmada a presenca dos insertos, foi realizada a extracao
plasmidial dos clones utilizando o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System

(Promega).

4.5.5. Sequenciamento, analise do gene e programas utilizados.

Os clones do gene Sm10.3 foram sequenciados (na Universidade
Catodlica de Brasilia) e a andlise e alinhamento destes clones foi realizada
utilizando os aplicativos SnapGene e Chromas, além das ferramentas Blast
(NCBI) e Uniprot.

46



4.6.Clonagem e expresséo do gene Sm10.3 em sistema de
expressao eucarioto

Para esta etapa, foi seguido o protocolo Bac-to-Bac® -
“Baculovirus Expression System” (Invitrogen) resumidamente esquematizado

na figura 12 e cada etapa sera explicada adiante (89).
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Figura 12. Geracao de baculovirus recombinantes e expressao génica com
o0 sistema de expressao Bac-to-Bac®.

4.6.1. Digestao e purificacdo dos insertos de Sm10.3 e plasmideo
pFastBac Amino

ApoOs andlise e alinhamento dos insertos, os clones mais
semelhantes e compativeis com o0 gene e seus MRNAs, descritos no
GenBank (NCBI), foram selecionados e suas minipreps foram digeridas com
a enzima NCOI, seguindo as orientagcdes do fabricante, para realizar a
retirada do inserto de Sm10.3 do plasmideo pGEM®-T Easy. O mesmo foi
feito com os plasmideos de pFastBac Amino, para abri-los, possibilitando
posteriormente a inser¢cao do gene Sm10.3. As amostras foram digeridas em
termociclador a 37°C, overnight.

Seguinte, foi realizada uma eletroforese das digestdes em gel de
agarose 0,8%, a 115 volts. As bandas de DNA foram cortadas do gel e
purificadas utilizando o kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-

Nagel), seguindo o protocolo do fabricante.

4.6.2. Ligacao do Inserto de Sm10.3 ao pFastBac Amino

Para esta ligacdo, foi utilizado o DNA de Sm10.3 e o plasmideo
pFastBac Amino purificados, utilizando o kit T4 DNA ligase (Promega), na
proporcao de 3:1 (3 medidas de inserto de DNA para 1 medida de vetor),
seguindo o protocolo e especificacdes do fabricante, sendo mantida a 4°C,

overnight.

4.6.3. Transformacao bacteriana em TOP10

Nesta transformacédo foi seguido o mesmo protocolo descrito
anteriormente (item 4.5.4, subtitulo 4.5), entretanto, com algumas
modificacbes como a utilizacdo da linhagem TOP10 com a ligacdo de
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Sm10.3 ao pFastBac e a utilizagdo de placas com meio agar LB contendo 20
pHg/mL ampicilina e 7 pg/mL de gentamicina, sem a adi¢céo de IPTG e X-gal
as placas, jA que neste plasmideo ndo ha selecdo por B-Galactosidase
(azul/branco). Além disso, as colbnias selecionadas foram cultivadas em 5
mL de LB liquido contendo 20 pg/mL ampicilina e 7 pg/mL de gentamicina,
crescidas em shaker a 37°C, overnight.

Foi realizado uma PCR, utilizando os primers Sm10-BACF e
Sm10-BACRZ2, das colbnias cultivadas em meio liquido, para confirmacao do
inserto no plasmideo, seguindo 0Ss mesmos parametros descritos
anteriormente (Tabela 2). Apos isso, foi realizada outra PCR, das colbnias
gue deram positivas da PCR anterior, entretanto utilizando os primers Sm10-
BACF e BacV-R, para confirmar a orientacdo do inserto no plasmideo,
seguindo os parametros da Tabela 2, exceto que a temperatura de
anelamento foi de 63°C. As PCRs foram analisadas por eletroforese em gel

de agarose 1%.

4.6.4. Extragao plasmidial

Apébs confirmada a orientacdo do inserto de Sm10.3 no pFastBac
Amino, foi realizada a extracdo plasmidial dos clones utilizando o kit
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega) seguindo o protocolo do

fabricante.

4.6.5. Transformacao bacteriana em DH10Bac

Para esta transformacédo, com selecdo por B-Galactosidase
(azul/branco), foi utilizado o protocolo especifico para este sistema de
expressdo, o Bac-to-Bac™ Baculovirus Expression System (Promega), muito
parecido com o descrito anteriormente (item 4.5.4, subtitulo 4.5), mas com
algumas modificacfes, descritas a seguir:

Foram utilizados 100 pL da linhagem DH10Bac com 10 pL da
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miniprep de Sm10.3 em pFastBac Amino; a transformacdo necessitou
permanecer 4 h em shaker a 37°C; foram utilizadas placas com meio agar
LB contendo 10 pg/mL de tetraciclina, 7 pg/mL gentamicina e 50 pg/mL
canamicina; as placas foram mantidas na estufa a 37°C por 48 h.

Apos isso, coldnias brancas selecionadas, foram coletadas com o
auxilio de alcas plasticas estéreis, homogeneizadas em 10 pL de meio LB
liguido e reestriadas em novas placas com meio agar LB contendo 10 pg/mL
tetraciclina, 7 pg/mL gentamicina e 50 pg/mL canamicina. As placas
permaneceram em estufa a 37°C, overnight. As colbnias que, apos o
reestriamento, permaneceram totalmente brancas foram cultivadas em meio
LB liquido contendo 10 pg/mL de tetraciclina, 7 pg/mL gentamicina e 50
pHg/mL canamicina, em shaker a 37°C, overnight.

Foram realizadas PCRs das col6nias cultivadas em meio liquido,
uma utilizando os primers Sm10-BACF e Sm10-BACR2, para a confirmacéao
do inseto no bacmideo, e outra utilizando os primers Sm10-BACF e BacV-R,
para confirmar a orientacdo do inserto, ambas analisadas por eletroforese

em gel de agarose 1%.

4.6.6. Extracdo do DNA cromossdmico recombinante

Para a extracdo do DNA cromossomico (bacmidio), foi utilizado o
Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), sendo seguido o
protocolo de acordo com o fabricante.

4.6.7. Transfeccao das células de inseto

Apés obtido, o DNA (bacmidio) foi quantificado em NanoDrop™
Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™), para determinar a dosagem
para a transfeccéo das células Tn5B de insetos. A transfeccéo se baseou no
protocolo do Bac-to-Bac “Baculovirus Expression System” (Invitrogen),

conforme descrito a seguir:
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As células Tn5B foram cultivadas a 28°C, em placas de 6 pocos,
contendo cerca de 10° células por poco, em 2 mL de meio TC-100 (Gibco-
BRL) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SBF).

Uma média de 5 pg do DNA do bacmidio, contendo o inserto de
Sm10.3, foi utilizado para transfectar 10° células Tn5B. Em um microtubo
foram diluidos 10 pL do DNA do bacmidio em 90 pL de meio TC-100 (Gibco-
BRL), sem a adi¢ao de SFB, homogeneizados delicadamente.

A essa diluicdo, foram adicionados 8 pL do lipossomo catiénico
Cellfectin® Il Reagent (Gibco), homogeneizados delicadamente. A mistura,
lipossomo/bacmidio, foi incubada por 20 min, a temperatura ambiente.

Da placa com as células Tn5B, foi retirado 1 mL do meio TC-100
dos pocos onde ocorreria a transfecgao, e foi adicionado 20 pL da mistura
lipossomo/bacmidio (para aumentar a superficie de contato entre as células
e 0 bacmidio). As células transfectadas foram incubadas por 4 h em tempe-
ratura ambiente, em leve agitagao.

Apés as 4 h, foi reposto 1 mL de meio TC-100, com 10% de SFB,
nas células transfectadas. As células permaneceram em estufa a 28°C, du-
rante 5 dias. As células infectadas foram observadas e fotografadas em um
microscopio de luz invertida.

As células infectadas foram entdo coletadas e centrifugadas a
6000 rpm, por 6 min. O sobrenadante foi coletado e armazenado a 4°C, para
futuras infeccoes.

O pellet (células infectadas) foi lavado em 1 mL de PBS 1x e cen-
trifugado a 6000 rpm, por 6 min. Esse passo foi realizado 2 vezes. O pellet

foi armazenado a -20°C até ser utilizado.

4.6.8. Western blot para Andlise da expresséo das proteinas
recombinantes

Antes de se realizar qualquer analise, a concentracéo da proteina
recombinante foi determinada com o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo

Fisher). ApoOs isso, sua pureza foi avaliada por western blot com anticorpos
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contra cauda de histidina (anti-6xHis) e contra a poliedrina (anti-Polh). Para
isso, uma aliquota de 20 pg das células contendo a poliedrina fusionada a
proteina Sm10.3 foi analisado por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10 % (92).

Foram feitos trés géis. Um dos géis foi corado e fixado em
solucéo de 40 % de metanol e 10 % de &cido acético e azul de Coomassie
0,1 %, por cerca de 16 h e descorado em solu¢do de 40 % de metanol e
10% de acido acético por 4 h. Os outros dois géis foram utilizados para
transferéncia das proteinas para uma membrana de Nitrocelulose (GE
Healthcare), para o experimento de imuno-deteccao de proteinas (“Western
blot”). Um marcado com anticorpo primario anti-6xHis e o outro com anti-
Polh, descrito abaixo.

Primeiramente, as proteinas presentes no gel de SDS-PAGE
foram transferidas para membrana de Nitrocelulose, usando-se o aparato de
transferéncia Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad®) com tampéao de transferéncia.

ApoOs a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com
solucéo de PBS-Tween (0,01%) e 3% de leite em p6 desnatado (Piracanjuba)
por 16 h a 4°C. Em seguida as membranas foram lavadas por 1 vezes com
PBS-Tween (0,01 %).

As membranas foram imersas, por 1 h, em uma solugcéo de PBS-
Tween (0,01%), contendo ou o anticorpo primario anti-6xHis (GE Healthcare)
de camundongo, diluido 1:1.000, ou o anticorpo primario anti-Polh, diluido
1:5.000. Essa solucgéao foi retirada e as membranas lavadas 3 vezes, por 5
min, em PBS-Tween (0,01 %) sob leve agitacéo.

Em seguida, as membranas foram imersas em uma solucédo de
PBS-Tween (0,01 %), contendo o anticorpo secundario (IgG de cabra), anti-
IgG de camundongo, diluido a 1:5.000, conjugado a enzima fosfatase
alcalina (Sigma), por mais uma 1 h, sob leve agitacdo. Esta solugéo foi
retirada e as membrana lavadas novamente com PBS-Tween (0,01 %) por 3
vezes, por 5 min, sob leve agitacéo.

Apoés isso as membranas foram imersas em tampé&o revelador
NBT/BCIP, com a adicdo de 33 pL NBT e 16,5 yL BCIP a cada 5 mL de
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tampdao revelador. A combinacdo de NBT (cloreto de tetrazdlio nitro-azul) e
BCIP (sal de 5-bromo-4-cloro-3'-p-toluidina indolil fosfato) produz um
insoluvel precipitado negro-parpura intensa quando reage com fosfatase
alcalina, que é uma popular enzima conjugada para sondas de anticorpo. A
reacao foi interrompida com sucessivas lavagens com agua destilada para
que ndo ocorresse marcacao inespecifica ou dano a qualidade do resultado
obtido.

Tanto as membranas de Nitrocelulose, quanto o gel de SDS-

PAGE foram fotografados em transiluminador.
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5. Resultados

5.1.Clonagem e obtencédo do gene Sm10.3 recombinante

A sequéncia de DNA codificadora da proteina Sm10.3 foi
amplificada a partir de duas amostras de cDNA de S. mansoni, denominadas
de cDNA 1, contendo um mix de vermes adultos, macho e fémea, e cDNA 2,
contendo um mix de todas as fases de desenvolvimento do parasito. A
sequéncia foi amplificada através de PCR, com o par de primers Sm10-
BACF e Sm10-BACR1.

Foram obtidos fragmentos de diferentes tamanhos, sendo que
foram gerados dois fragmentos na amostra de cDNA 1, entre 500 pb e 650
pb (Fig.13). Ja no cDNA 2, foi obtido apenas um fragmento em torno de 500
pb (Fig.13).

650 pb
500 pb

Figura 13. Produto de PCR do cDNA de Schistosoma mansoni, em gel de
agarose 1 %. 1: cDNA 1 - mix de vermes adultos, macho e fémea, contendo
dois fragmentos amplificados. Um fragmento > 500 pb e outro < 650 pb. 2:
cDNA 2 - mix de todas as fases de desenvolvimento (do ovo ao verme adulto)
de S. mansoni, contendo um fragmento amplificado > 500 pb. Marcador: 1kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Apoés confirmada a presenca do gene Sm10.3 nas amostras de
cDNA, os produtos da PCR (amplicom) foram ligados ao vetor pGEM®-T
Easy (Promega) e as ligacbes foram transformadas em células DH5 «a
guimio-competentes, por selecdo por p-Galactosidase (azul/branca). As
colénias brancas selecionadas foram cultivadas em meio LB liquido
contendo 100 pg/mL ampicilina.

Foram analisadas mais de 20 colénias bancas, mas apenas 9
colénias apresentaram fragmentos de Sm10.3 com tamanhos entre 500 e
650 pb, sendo 3 delas obtidas do cDNA 1 e as outras 6 coldnias séo
provenientes do cDNA 2 (Fig.14).

cDNA1 cDNA2

CP1 CP2 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 14. Gel agarose 1% contendo produto de PCR das colbénias
selecionadas (1 a 9) com os tamanhos esperados entre 500 e 650 pb. CP1:
Controle positivo — cDNA 1. CP2: Controle positivo — cDNA 2. Colbnias 1,2 e 3
provenientes do cDNAL. Colbnias 4 a 9, provenientes do cDNA 2. Marcador:
1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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5.2.Sequenciamento do gene Sm10.3

Foi realizada a extragao plasmidial de todos os clones obtidos e
em seguida foram sequenciados. Foram utilizados como parametro para o
alinhamento o mMRNA completo, M22346.1 e o parcial, AY256907.1 — ambos,
chaves de acesso do NCBI — em especial o ultimo, contendo splicing, por ter
apresentado alta compatibilidade com os clones sequenciados.

Dos 9 clones analisados, apenas quatro deles — os clones 1, 3, 4
e 8 — apresentaram a leitura de sequenciamento correta. Os demais clones
apresentaram erros graves de leitura ou sequenciamento incompleto, logo,
foram descartados.
Os clones foram alinhados, primeiramente ao mMRNA completo M22346.1,
para analisar algumas das caracteristicas descritas por Davis et al. em 1986
e 1988, como a presenca da regido de repeticdo em tandem, que contém 4
copias de 81 pb e uma cépia parcial de 55 pb, e as regides de variacao,
como a variacdo na base numero 202, onde pode ocorrer uma adenina (A)
ou uma guanina (G), a variacdo entre as bases 216 e 245, onde pode ou néo
haver a insercdo de 27 pb, ou a variacdo na base 261, onde pode ocorrer
uma guanina (G) ou uma citosina (C) (Fig. 15 A e B). Além disso ha a sintese

de um antigeno contendo 263 aminoéacidos, pesando 29,6 kDa.

A

ISM10.3-BACF (37..58) (801 .. 822) SM10.3-BACR2. SM10.3-BACR1 (801 .. 823)

2000 4001 600l 800

Antigeno 10.3

|D | [ copiaA | CopaB | CopaC | CopaD |Copiak.|

Variagdo » r

Regido de repeticao em tandem
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1271
181
241
30.1
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

CATTATACAG
TGTATTGTGG
CGATTCAATG
CTGATAAATT
GGAAATAAGA
CAAATAAATG

GACGGAAGTT
GTTTGATTAT
ATGTTAATAC
CCATGTTAAA
AGGATAAACA
ATGGAACGTC

GAAATTCAAC
TTCACAAGGG
CATAAACAAG
GAAGTATATC
GCCTACTCAG
AGACAAAACC

AATiTGAATA
TCTACTGCTA
AAACAATTCA
GAAGACAAAA
AAAACAACTC

TCTACCTTAT
ACGGAAGTCC
CCGAAGAGGA
ACGTTGATAT
CCAAACCTAC

TGGTATATTA
ACTTGACGAT
ATTTTCCAGA
CCGCATAATT
AACACCAAAG

AGTGATACCC

ACACAATTAA

AAGAACAACT

CCCAAACCTA

CAACACCAAA

GCAAATAAAT

GATGGAACGT

CAGACAAAAC

CAGTGATACC

CACACAATTA

AAAGAACAAC

TCCCAAACCT

TCAGACAAAR

CCAGTGATAC

CCACACAATT

ATGATGGAAC

GTCAGACAAA

ACAACACCAA

AGCAAATAAA

TGATGGAACG

CTCCCAAACC

TACAACACCA

ACTCCCAAAC

CTACAACACC

AAAGCAAATA

AATGATGGAA

CGTCAGACAA

ACCTAAGTCC

ATAGCCGATA
TACTATATGG
TTAGAACTCA
CTTGGAAAAA
TTAATGTTTG
CAACTTAACA

TTTTCTTAAT
TCGAGAAGTT
ACTTGCCAAA
GTACATAGTA
TTTTAATCTG
TAT

CAATAAGCCA
TGTGCAAATT
ATACTATTAC
ACGTCAACTC
ATATAAATTT

AAGGTTCCTT
ATGGGATATT
GACAAATCAA
ATAACTTGAA
TCAACATTTG

TGTGGATTGT
TACTAGAAGA
TATG. TG
ACTCAAATAA
CATAAAATTA

AAATCCTCTA
CGATGATACT
GTTTTCAATA
TTAGCATAAC
TAAATAAAAA

Figura 15. Esquema do mRNA M22346.1, do gene Sm10.3, de Schistosoma
mansoni (NCBI). (A) Esquema do mRNA, contendo 973 pb e antigeno 10.3,
de 791 pb. O mRNA possui uma regido que pode apresentar trés variacoes
em diferentes clones, além de uma regido de repeticdo em tandem,
contendo 4 copias (copia A a D), de 81 pb cada, e uma cépia parcial (copia
E), de 55 pb. No esquema foram adicionados onde os primers SM10.3-BACF,
SM10.3-BACR1 e SM10.3-BACR2 se anelam para a amplificacdo do gene.
(B) Sequéncia do mRNA, contendo 973 pb. Os asteriscos (*) indicam o inicio
e fim do antigeno. Destacado em verde, demonstra a primeira possivel
variacdo, podendo ser um A ou G em alguns clones. Em cinza, variacao
podendo ou néo ter a insercao de 27 pb. Em azul, variacdo podendo ser G
ou C em alguns clones. Os sublinhados indicam as coépias das repeticdes

Os clones alinhados ao mMRNA M22346.1 completo apresentaram
muitas das caracteristicas descritas acima. Todos os clones apresentaram
as variacdes nas bases 202 e 261, todos tendo uma guanina (G) na variagéo
da base 202 e uma citosina (C) na base 261 (Fig. 16 A e B). Com a excegéo
do clone 3, todos os demais clones ndo apresentaram a insercao dos 27 pb
entre as bases 216 e 245 (Fig. 16 A e B). O clone 1 apresentou também uma
mutacdo na base 310, havendo com isso a mutacdo de uma guanina (G)

para uma adenina (A), transformando assim o aminoacido de um Acido
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A

Aspartico (Asp) para uma Asparagina (Asn) (Fig. 16 C). Essa mutacdo
ocorreu dentro da copia A, da regido de repeticdo em Tandem, mas mesmo
com esta mutacao, o clone 1 permaneceu com o equivalente a duas copias

de 81 pb e uma copia parcial de 55 pb, da regido de repeticdo (Fig. 16 Ae C).

Os clones 3 e 4 apresentaram a mesma mutacdo na base 670,
ocorrendo a mutacédo de uma arginina (A) para uma timina (T), modificando
uma Isoleucina (lle) para uma Fenilalanina (Phe) (Fig. 16 A e D). Diferente
do clone 1, os clones 3, 4 e 8 apresentaram apenas 0 equivalente a uma

copia de 81 pb e uma copia parcial de 55 pb (Fig. 16 A).

(37..58) SM10.3-BACF (301 579 SM10.3-BACR1
(ol .. o U, 3- 1
10) Start (801 .. 822) *JI\-\D,!-:ALM# End (973)

I
!

*
o 20 o0 2
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Antigeno 10-3
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Regigo de repeticio em tandem

B

200 210 220 230 240 250 260

jttaaagaagtatatcgaagacaaaaacgttgatatccgcataattggaaataagaaggataaacagcct:
" 1 3 L 3 ' 3 ' ' L ' 1 3 1

k t + 1 + t t 1 + | + t $ 1
taatttcttcatatagcttctgtttttgcaactataggcgtattaacctttattcttcctatttgtcgga

= R R R S R A S - M S S S N A R T | S M
leu Lys Lys Tyr Ile Glu Asp Lys Asn Val Asp lle Arg lIle Ile Gly Asn Lys Lys Asp Lys Gin Pro
Antigeno 10-3
0 l Variagéo l g
Variagao Variacdo
jttaaagaagtatatcgaagacaaaaacgttgatatccgcataattggaaataagaaggataaacagcct:
3TTAAAGBAGTATATCGAAGACAA====------ooooooooooo oot [TAAGAAGGATAAACAEKCT 1
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310 320 330 660 670

aaatgatggaacgtcagacaaaac aagtccatagccgatattttc
tttactaccttgcagtctgttttg ttcaggtatcggctataaaag
L L 1 95 L L 1 L 1 1 210 ! L 1 1
Asn Asp Gly Thr Ser Asp Lys Th Lys Ser Ile Ala As Ile Phe
antigen 10-3

tandem repeat copy A

aaatgatggaacgtcagacaaaac aagtccatagccgatattttc
AAAT@ATGGAACGTCAGACAAAAC 1 AAGTCCATAGCCGATATTTTC
AAAT@ATGGAACGTCAGACAAAAC } AAGTCCATAGCCGATATTTTC }1
AAATGATGGAAQ------------ 3 AAGTCCATAGCCGATTTC 3
AAATGATGGAA } AAGTCCATAGCCGATTTC}
AAATGATGGAA Gl }4 AAGTCCATAGCCGATTTC 4
AAATGATGGAAC=====e=====- AAGTCCATAGCCGATTTC}
AAATGATGGAA G }8 AAGTCCATAGCCGATATTTTC}8
AAATGATGGAAQ======-=== ==~ AAGTCCATAGCCGATATTTTC

Figura 16. Esquema do alinhamento dos clones de Sm10.3 ao mRNA
M22346.1. (A) Esquema geral do alinhamento dos clones ao mRNA, sendo
demonstrado as regibes com as variacdes, mutacdes e regido de repeticdo
em tandem. No clone 1 constam duas cépias de 81 pb, uma das cépias com
uma mutacdo pontual, e uma copia parcial de 55 pb. Os clones 3, 4 e 8
apresentam apenas uma cépia de 81 pb e uma cépia parcial de 55 pb. (B)
Os clones 1, 4 e 8 apresentam as variacdes correspondentes as bases 202
e 261, mas nao a insercdo de 27 pb entre as bases 216/245. O clone 3
apresenta a insercdo de 27 pb entre as bases 216/245, além das demais
variagdes. (C) Mutacao pontual de uma guanina (G) para uma adenina (A),
na base 310, do clone 1. (D) Mutacdo pontual de uma Adenina (A) para uma
Timina (T), na base 670 dos clones 3 e 4.

Em relacdo ao mRNA parcial AY256907.1, que sofreu splicing, é
possivel observar algumas diferencas em relacdo ao mRNA completo, como
a presenca de uma regido de repeticdo em tandem bem menor, contendo
apenas duas coépias de 81 pb e uma copia parcial de 55 pb, além da falta da
variagdo com a insercao das 27 pb, totalizando assim um gene com 603 pb,
quase 200 pb menor que o gene do mMRNA completo, gerando a partir disso,

um antigeno total com 200 aminoacidos, pesando 22,7 kDa (Fig. 17 A e B).
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Figura 17. Esquema do mRNA AY256907.1, do gene Sml0.3, de
Schistosoma mansoni (NCBI). (A) Esquema do mRNA, contendo 603 pb e
um precursor do antigeno de mesmo tamanho. Possui um peptideo sinal de
51 pb e o peptideo maduro de 549 pb. O mMRNA possui uma regido de
repeticdo em tandem. No esquema foram adicionados onde os primers
SM10.3-BACF, SM10.3-BACR1 e SM10.3-BACR2 se anelam para a
amplificacdo do gene. (B) Sequéncia do mRNA, contendo 603 pb.
Destacado em cinza, estd o peptideo sinal de 51 pb. Os asteriscos (*)
indicam o inicio e fim do peptideo maduro. Os sublinhados indicam as
repeticdes em tandem, sendo duas cépias de 81 pb e uma parcial de 55 pb:
Coépia A; copia B; copia E parcial.

Os clones, quando alinhados com o mRNA parcial, AY256907.1,
apresentaram alta compatibilidade, demostrando poucas ou nenhuma
mutacao em relagédo ao gene alinhado. O clone 3, como visto anteriormente,
foi o Unico clone que apresentou a variacdo da insercéo das 27 pb (Fig. 18 A
e B). O clone 1 foi o que apresentou maior compatibilidade com o0 mRNA
parcial, apresentando a regiao de repeticdo em tandem com as duas copias
de 81 pb e uma copia parcial de 55 pb, diferente dos clones 3, 4 e 8, que
apresentaram apenas uma copia de 81 pb e uma copia parcial de 55 pb (Fig.

18 A). No clone 1, persistiu, entretanto, a mutagdo na primeira copia, na
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base 250, onde ha4 mutacdo de uma guanina (G) para uma adenina (A),
modificando assim um Acido Aspartico (Asp) para uma Asparagina (Asn) (Fig.
18 A e C). Outra mutagao que persistiu, foi a mutagédo nos clones 3 e 4,
agora na base 448 (no alinhamento com o0 mMRNA completo era na base 670),
ocorrendo a mutacdo de uma arginina (A) para uma timina (T), modificando

uma Isoleucina (lle) para uma Fenilalanina (Phe) (Fig. 18 A e D).

SM10.3-BACF (4..25) @ (579 .. 600} SM10.3-BACRZ
(572 .. 601) SM10.3-BACR14)

200 400 e
Precursor do antigeno 10-3 com desenvelvimento regulado
| | Peptideo maduro |
Peptideo = e
sinzl | Regido de repeticio em tandem ]
180 190 250 260 450 460
CGAAGACAA TAAGAA \TAAATGATGGAACGTCAGACA GATATTTTCTTAATCA.
GCTTCTGTT ATTCTT ATTTACTACCTTGCAGTCTGT CTATAAAAGAATTAGT
t G Asp Asn s Ly le Asn Asp Gly Thr Ser Asp L Asp lle Phe leu Ile A
\TAAATGATGGAACGTCAGACA. GATATTTTCTTAATCA
CGAAGACAA TAAGAA d’AAAl@qTGGAACG'rCAGACA} 1 GATATTTTCTTAATCA}
CGAAGACAA TMGM} \TAAATARTGGAACGTCAGACA, GATATTTTCTTAATCA
A T
EE::E:EA:AAAGGTTGATMCGGCATMTTGGAAAHA:SM RSl R } 3 SEI R }
AAGAA
} 3 \TAAATGATGGAAEEEEEEEE GATITTTTCTTAATCA
COAAGACANARACBTTGATATCLACATAAT TABARA AABAA
CGAAGACAA RREAA \TAAATGATGCAA SRS } 4 GATTTCTTAATCA} 4
CGAAGACAR TAAGAA} SLARATOATO0 AN GATETTTTCTTAATCA
CRAAGACRA TaAGMAy g xTAAATGATGGAA(E} 8 GATATTTTCTTAATCA } 8
COAAGACAA rnncm} \TAAATGATGGAAGE . GATATTTTCTTAATCA

Figura 18. Esquema do alinhamento dos clones de Sm10.3 a0 mRNA
AY256907.1. (A) Esquema geral do alinhamento dos clones ao mMRNA,
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sendo demonstrado as regides com as variacdes, mutacdes e regido de
repeticdo em tandem. Regides destacadas em azul claro e escuro indicam
copias de 81 pb. Regido destacada em rosa indica copia parcial de 55 pb.
No clone 1 constam duas coOpias de 81 pb, uma das c6pias com uma
mutacdo pontual, e uma coépia parcial de 55 pb. Os clones 3, 4 e 8
apresentam apenas uma copia de 81 pb e uma copia parcial de 55 pb. (B) O
clone 3 é o Unico que apresenta a insercao de 27 pb entre as bases 185/186.
(C) Mutagéao pontual de uma guanina (G) para uma adenina (A), na base 250,
do clone 1. (D) Mutacédo pontual de uma adenina (A) para uma timina (T), na
base 448 dos clones 3 e 4.

Apoés essas analises, foi decidido dar seguimento com o clone 1,
por ser o com maior compatibilidade com o mRNA parcial AY256907.1, e por
teoricamente gerar uma proteina com cerca de 212 aminoacidos, com
aproximadamente 23 kDa. O clone 8 também foi escolhido, por ser o Unico
gue nao apresentou mutacdes, apesar da auséncia de uma das copias de
repeticdo em tandem, gerando teoricamente uma proteina de 187
aminoacidos, com aproximadamente 21 kDa. Com isso foi realizada uma
rapida analise da proteina gerada por estes clones, comparadas a proteina
gerada pelo mMRNA AY256907.1.

Os clones 1 e 8 apresentaram uma similaridade ao antigeno de
AY256907.1 de 93% e 80% respectivamente. E possivel perceber a
presenca de um peptideo sinal notavelmente hidrofébico (sequencias
destacadas em lilas), além de algumas regifes, também hidrofébicas na
por¢cdo médio-terminal do antigeno. Apesar disso, 0 antigeno apresenta-se
bastante uniforme, sendo intercalado proporcionalmente por aminoacidos
apolares (hidrofobicos) e polares sem carga (ndo destacados) e com menos
frequéncia por aminoacidos polares positivos e negativos (Fig. 19. A). Essa
proporcdo é mais bem notada no grafico que representa a real proporgéo
entre as principais caracteristicas dos aminoacidos do antigeno Sm10.3
gerados pelo mMRNA AY256907.1 (Fig. 19 B).
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AY256907 SCHMA 1 e MNIYLIGILCIVGLIISQGSTANGSPLDDRENDVNTINKKQETEE 45
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AY256907 SCHMA 106 PBKQINDGTSDKTSDTHTIKRTTBKPTTPKQINDGTSDKPKSIADIFLINKPKVPLWIVNE 165

SM10-3 CLONEO1 118 PKQINDGTSDKTSDTHTIKRTTPKPTTPKQINDGTSDKPKSIADIE: (PKVPLWIVNP 177

SM10-3_CLONEO8 103 KVPLWIVNP 152
R L LT L LT P EXTT LR LEXFT II X TR E LI LIRS T ETELE S IR F T T LT RD L2

AY256907_SCHMA 166 LYYMVEKEVQIMGYLLEDDDTLELNLPKYYYDKSI 200

SM10-3_CLONEO1l 178 LYYMVEKEVQIMGYLLEDDDTLELNLE /DKST 212

SM10-3_CLONEOS 153 LYYMVEKFVQIMGYLLEDDDTLELNLPKYYYDKST 187

e e o e o e
Hidrofébico

Positivo

B Propriedade dos aminoacidos da
proteina Sm10.3

Apolar

16% | (Hidrofdbico)
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34% |
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(acido)
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Figura 19. Propriedades dos aminoacidos da proteina Sm10.3. (A)
Alinhamento das proteinas geradas pelos clones 1 e 8 ao antigeno gerado
do mRNA AY256907.1, de Schistosoma mansoni. O clone 1 apresenta uma
similaridade de ~93% e o clone 8, 80% em relacdo ao antigeno gerado pelo
MRNA AY256907.1. As sequéncias destacadas indicam as caracteristicas
dos aminoé&cidos do antigeno Sm10.3. A barra acima da primeira sequéncia,
indica o peptideo sinal. A linha tracejada (---) indica incompatibilidade entre
as sequéncias alinhadas. Os asteriscos (*) indicam regides com similaridade
entre as sequéncias alinhadas. Os dois pontos () indicam a mutacdo de um
aminoacido em uma das sequéncias alinhadas. (B) Grafico mostrando a
porcentagem das principais caracteristicas dos aminoacidos do antigeno
Sm10.3 gerado pelo mRNA AY256907.1.
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5.3.Clonagem e expressédo do antigeno Sm10.3 em sistema de
expressao baculovirus

Os insertos dos clones 1 e 8, de Sm10.3, até entdo clonados em
pGEM®-T Easy (Promega), foram retirados deste vetor, por digestdo pela
enzima NCO | (Invitrogem), separados por eletroforese em gel de agarose
0,8%. A digestdo com a enzima NCO | também foi realizada no vetor
pFastBac Amino, para a abertura do vetor e posterior inser¢cao dos insertos.

Foram obtidas bandas nos tamanhos esperados de
aproximadamente 4.800 pb, para o vetor pFastBac Amino, 640 pb para o
clone 1 e 560 pb para o clone 8 (Fig. 20 A). As bandas, contendo os clones e
o0 vetor pFastBac Amino, foram purificadas do gel utilizando o kit NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Foi realizada uma PCR, feita com
o par de primers SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2, da purificacao dos clones,
confirmando a pureza dos insertos purificados e os tamanhos de ~640 pb

para o clone 1 e ~560 pb para o clone 8 (Fig. 20 B).

A FB 1 8 B

." -

~640 pb
~560 pb

Figura 20. Digestdo dos insertos de Sm10.3, em gel agarose. (A) Gel
agarose 0,8%, contendo digestao do vetor pFastBac Amino (~4.800 pb) e os
clones 1 e 8, de aproximadamente 640 pb e 560 pb, respectivamente. (B)
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Gel agarose 1%, contendo produto de PCR dos clones 1 (~640 pb) e 8
(=560 pb). Marcador: 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Foi realizada a ligagdo dos insertos purificados de Sm10.3 ao
vetor pFastBac Amino, numa proporgédo de 3:1, utilizando a T4 DNA ligase
(Promega). Em seguida, foi feita a transformacao destas ligacdes em TOP
10, linhagem de E. coli, quimio-competentes. As colonias selecionadas
aleatoriamente, foram cultivadas em meio LB liquido contendo 7 pg/mL
gentamicina e 20 pg/mL ampicilina. Em seguida, foram realizadas duas
PCRs das coldnias que cresceram, a primeira PCR com o par de primers
SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2, para confirmar a presenca do inserto no
vetor, e a segunda com os primers SM10.3-BACF e BacV R, para confirmar
a orientacdo do inserto no vetor. As amostras foram reveladas por
eletroforese em gel de agarose 1%.

Na PCR com o par de primers SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2,
foram obtidas 4 coldnias do clone 1 (col6nias 1a a 1d) e 5 coldnias do clone
8 (8a a 8e), contendo o inserto de Sm10.3. Do clone 1, as colbnias la e 1b
apresentaram o tamanho esperado de ~640 pb, porém as colbnias 1c e 1d
apresentaram um inserto com o tamanho menor que 0 esperado,
demonstrando serem semelhantes ao tamanho do inserto do clone 8 (Fig. 21
A).

Ja com na PCR com os primers SM10.3-BACF e BacV R, foram
confirmadas apenas as colénias la e 1b, do clone 1, e as colbnias 8c e 8d,
do clone 8, na orientacdo correta no vetor pFastBac Amino, confirmadas por
insertos de tamanho aproximado de 1.400 pb, que consiste na soma do
gene da poliedrina, com cerca de 800 pb, e dos insertos de Sm10.3 (Fig. 21
B).
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CP CP Clone 1 Clone 8

Clone 1 Clone 8
ia 1b ic 1d 8a 8b 8 &d Be

Figura 21. Produto de PCR dos clones recombinantes Sm10.3/pFastBac
Amino, em Gel de agarose 1 % (A) Gel de agarose com produto de PCR
realizada com o par de primers SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2. CP 1:
Controle Positivo do clone 1 em pGEM-T Easy, apresenta a banda com o
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tamanho esperado de ~640 pb. CP8: Controle Positivo do clone 8 em
PGEM-T Easy, apresenta a banda com o tamanho esperado de ~560 pb.
Clone 1: colbnias la e 1b apresentam insertos com o tamanho semelhante
ao do CP1, mas as colbnias 1c e 1d apresentam tamanho menor que o
esperado. Clone 8: todas as colbnias, 8a a 8e, apresentam o tamanho
semelhante ao CP8. Colbnias 1d e 8c pouco aparentes, mas presentes. (B)
Gel de agarose com produto de PCR realizada com os primers SM10.3-
BACF e BacV R. Clone 1: colbnias 1la e 1b apresentam o tamanho esperado
de ~1.400 pb, tendo a colénia 1la muito mais expressiva que a 1b. Clone 8:
colonias 8c e 8d apresentam tamanho esperado de ~1.400 pb, tendo a
colénia 8d muito mais expressiva que a 8c. (C) Esquema da fusdo do gene
Sm10.3 ao gene da poliedrina. Marcador: 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Apoés confirmada a insercdo e orientagcdo do gene Sm10.3 no
vetor pFastBac Amino, foi realizada a extracéo plasmidial, das col6nias la e
8d, através do kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega). Em
seguida foi realizada uma transformacéo, com selecédo por B-Galactosidase
(azul/branca), em E. coli DH10Bac quimio-competente, contendo o Bacmidio.
As colbnias brancas selecionadas de cada clone foram cultivadas em meio
LB contendo 10 pg/mL tetraciclina, 7 pg/mL gentamicina e 50 pg/mL
Canamicina. Em seguida, foram realizadas duas PCRs das colbnias que
cresceram, a primeira PCR com o par de primers SM10.3-BACF e SM10.3-
BACR2, para confirmar a presenca do inserto no bacmidio, e a segunda com
os primers SM10.3-BACF e BacV R, para confirmar a orientacdo do inserto
no bacmidio. As amostras foram reveladas por eletroforese em gel de
agarose 1%.

Foram selecionadas uma colbnia de cada clone, a colonia Bm1,
do clone 1, e a colénia Bm8, do clone 8, para dar seguimento ao trabalho,
sendo confirmadas para a presenca do inserto por apresentarem o tamanho

esperado em ambas as PCRs (Fig. 22 A e B).
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A CP CP B cP CpP
1a 84 Bl B8 1a_ 8 Bm1 Bm8

Figura 22. Produto de PCR de coldnias contendo Sm10.3 em Bacmidio, em
gel agarose 1% (A) Gel de agarose com produto de PCR realizada com o
par de primers SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2. CP 1a: Controle Positivo do
clone 1 - colénia la - em pFastBac Amino, apresenta a banda com o
tamanho esperado de ~640 pb. CP8d: Controle Positivo do clone 8 - colbnia
8d - em pFastBac Amino, apresenta a banda com o tamanho esperado de
~560 pb. Colénia Bml1l - clone 1 - apresenta inserto com o tamanho
semelhante ao do CP1la, de ~640 pb. Colénia Bm8 - clone 8 - apresenta o
tamanho semelhante ao CP8d, de ~560 pb. (B) Gel de agarose com produto
de PCR realizada com os primers SM10.3-BACF e BacV R. Colénia Bm1 -
clone 1 - apresenta inserto com o tamanho semelhante ao do CPla, de
~1.400 pb. Colénia Bm8 - clone 8 - apresenta o tamanho semelhante ao
CP8d, de ~1.400 pb. A colénia Bm8 aparenta ser muito mais expressiva que
a Bml. Marcador: 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Foi realizada a extracdo do DNA cromossomico (bacmidio) das
colébnias Bml e Bm8, com o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega) e ressuspendido em H20 milliQ. O DNA foi quantificado em
NanoDrop Lite (Thermo Fisher) e foi realizada a PCR, com o par de primers
SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2, para confirmar a pureza do DNA, por este
ser um requisito para a transfeccédo. Foi feita a eletroforese em gel de
agarose 1% tanto da PCR quanto do DNA cromossOGmico puro, para analisar

se houve alguma degradacéo.
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Ambos os clones apresentaram integridade apos a eletroforese do
DNA puro, ndo apresentando rastros indicadores de degradacao (Fig. 23 A).
Ambos também ndo apresentaram qualquer contaminagdo, sendo
demonstrado pela presenca de banda Unica de tamanho esperado para cada
clone — aproximadamente 640 pb para Bm1, do clone 1, e aproximadamente
560 pb para Bm8, do clone 8 (Fig. 23 B). Corroborando com este resultado,
0s resultados apresentaram uma alta pureza na quantificagdo em NanoDrop.

Bm1 Bm8

Bm1 Bm8

650 pb

~640pb 500 pb ~560 pb

69



Figura 23. Gel agarose 1% contendo clones de Sm10.3 em Bacmidio. (A)
Gel agarose contendo apenas o DNA cromossémico (Bacmidio) extraido,
logo apos eluicdo em H20 milliQ. Bm1 — clone 1. Bm8 — clone 8. As bandas
nao apresentam sinal de degradacéo. (B) Gel agarose com produto de PCR
do DNA cromossémico (Bacmidio) com o par de primers SM10.3-BACF e
SM10.3-BACR2. Bm1 — clone 1 — apresenta a banda esperada de ~640 pb.
Bm8 — clone 8 — apresenta a banda esperada de ~560 pb. As bandas nao
apresentam sinal de contaminagdo. Marcador: 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen).

Apéds quantificados, foram utilizadas aliquotas com cerca de 4 ug
e 9 ug de DNA das amostras Bm1l e Bm8, respectivamente, diluidas em
1:100 de meio TC-100 (Gibco), para a transfeccéo de 10° células Tn5B, com
o0 lipossomo catibnico Cellfectin® Il Reagent (Gibco). As células
permaneceram em estufa a 28°C, por 5 dias.

Apo6s 3 dias da transfeccdo, as células foram observadas em
microscopio de luz invertida, para confirmar a infec¢cdo e a viabilidade das
células. Apds os 5 dias na estufa, as células foram novamente observadas
em microscopio de luz invertida, para analisar a presenca de poliedros no
interior do nucleo das células Tn5B e coleta deles.

Apods os 3 dias, é possivel observar que as células infectadas
adquiriram um formato arredondado e estdo em suspensdo no meio,
diferentes das células ndo infectadas, que possuem formato fusiforme e

normalmente aderidas ao fundo da placa (Fig.24 A-C).
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Figura 24. Células Tn5B apés 3 dias da transfeccdo com Bacmidio. (A)
Controle negativo da transfecgdo, contendo células Tn5B néo infectadas.
Seta preta indica célula fusiforme aderida. Seta branca indica célula
fusiforme em suspencdo. (B) Células Tn5B transfectadas com DNA do
bacmidio Bm1, do clone 1. Setas pretas indicam células aderidas ainda nao
demonstrando sinais de infec¢do. (C) Células Tn5B transfectadas com DNA
do bacmidio Bm8, do clone 8. Imagens com aumento de 32X, em
microscopio de luz invertida. Créditos das imagens: Bruno Milhomem.

Apos os 5 dias de infecgéo, as células infectadas com os clones
de bacmidio recombinante apresentaram a formagdo de cristais de
poliedrina dentro do nucleo das células Tn5B. Entretanto, percebe-se que 0s
cristais formados possuem uma aparéncia disforme, quando comparados
aos cristais de um bacmidio sem recombinacdo. Nas células infectadas
apenas com bacmidio, sem recombinacéo, utilizadas como controle positivo
da transfecgéo, é possivel observar cristais bem formados e individualizados,

tanto dentro quanto fora das células (Fig. 25 A - C).
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Figura 25. Células Tn5B apos 5 dias da transfeccdo com bacmidio. (A)
Controle positivo da transfeccdo. Células Tn5B transfectadas com DNA de
bacmidio n&o recombinado. As setas pretas indicam os cristais de poliedrina
formados no interior do nucleo. As setas brancas indicam os cristais no meio
extracelular, ap6és morte da célula hospedeira. (B) Células Tn5B
transfectadas com DNA do bacmidio Bm1, do clone 1. Setas pretas indicam
0s cristais de poliedrina formados no interior do nucleo. (C) Células Tn5B
transfectadas com DNA do bacmidio Bm8, do clone 8. Imagens com
aumento de 32x, em microscopio de luz invertida. Créditos das imagens:
Bruno Milhomem.
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5.4.Anédlise da proteina em Western blot

AplOs isso, 0s extratos celulares, contendo os bacmidios
recombinados com os clones de Sm10.3, foram recuperados e quantificados
com o kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher) para a andlise da
proteina em gel de SDS-PAGE 10% e em seguida, apos transferéncia das
proteinas para uma membrana de nitrocelulose, a analise por imuno-
marcacgao (western blot) com anticorpos distintos, o anti-6xHis e o anti-Polh.
Foi determinada a utilizacdo de cerca de 20 ug da proteina, de cada clone
obtido.

Era esperado que as proteinas produzidas pelos bacmidios Bm1l
e Bm8, dos clones 1 e 8, quando detectadas por anticorpo anti-6xHis,
apresentassem um tamanho aproximado de 50 kDa, dado o fusionamento a
poliedrina. Entretanto, em Bm1 (clone 1) ndo houve a deteccédo por anticorpo
anti-6xHis e em Bm8 (clone 8) apresentou bandas com os tamanhos de
aproximadamente 20 kDa e 15 kDa, sendo que o tamanho esperado para
esta proteina (sem a presenca da poliedrina) era de aproximadamente 21
kDa. Além disso, € possivel observar um rastro de uma possivel degradacéo
da proteina (Fig. 26 A). Nenhuma banda foi detectada em células Tn5B néo
infectadas e a marcacdo da poliedrina (Polh), com ~30 kDa, é bastante
evidente quando ndo recombinada com o gene Sm10.3, além de algumas
marcacoes inespecificas (Fig. 26 A).

As proteinas produzidas pelos bacmidios Bml e Bm8 quando
detectadas por anti-polh, apresentaram a poliedrina do tamanho estimado de
~30 kDa, enquanto era esperado um tamanho aproximado de 50 kDa, como
explicado anteriormente, sendo mais fracamente detectada em Bm1 (Fig. 26
B). Ocorreram algumas marcac¢des inespecificas em Bml, semelhante a
detecgcdo que ocorreu nas células Tn5B néo infectadas (Fig.26 B). Ocorram
algumas marcacgdes inespecificas (comuns de ocorrer com este anticorpo)
em todas as células infectadas, tanto com bacmidio recombinante, quanto

nao recombinante, sendo detectadas bandas > 20 kDa (Fig.26 B).
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Figura 26. Analise da expressédo dos clones da proteina Sm10.3 em células
Tn5B. Controle negativo: (Tn5B) células ndo infectadas; Bml e Bm8:
células infectadas com os bacmidios recombinados com o clone 1 e 8,
respectivamente; Controle positivo: (Polh) células infectadas com bacmidio
ndo recombinante. (A) Andlise de Western blot das proteinas em extratos
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celulares. A membrana foi imunomarcada com anti-6xHis como anticorpo
primario. A seta branca indica a poliedrina de ~30 kDa em Polh. As pontas
de setas pretas indicam proteinas de ~21 kDa e ~15 kDa, em Bm38. (B)
Andlise de Western blot das proteinas em extratos celulares. A membrana foi
imunomarcada com anti-Polh como anticorpo primario. A caixa pontilhada
indica a poliedrina, de ~30 kDa, em todas as células infectadas (Bm1, Bm8 e
Polh). (C) SDSPAGE 10 % de extratos de células de inseto infectadas por
baculovirus recombinantes, sendo a 1° amostra (Tn5B) n&o infectada. A
caixa pontilhada indica a poliedrina, de ~30 kDa, nas células infectadas. As
setas pretas indicam proteinas de ~21 kDa e ~15 kDa, em Bm8.

Infelizmente, ndo foi possivel a realizagdo da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), pois posteriormente se constatou que nao
ocorreu a correta fusdo entre os genes Sm10.3 e poliedrina, devido a um
erro nos primers reversos. Em ambos os primers reversos utilizados (Tab. 2),
ocorreu a falta da insercdo de algumas bases, além da modificacdo do stop
codon presente no primer SM10-BACR1, para que o gene Sm10.3 entrasse
em fase, ou seja, no mesmo frame de leitura do gene da poliedrina (Fig. 27).

SM10.3-BACR1
NcoIl

SM10.3-BACR2 pFastBac Amino

- AY256907
6104 bp

Ncol
SM10.3-BACF —V,

‘6xHis|
Pph |
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B Ncol
‘"TGCCAAAATACTATTACGACAAATCAATATAACCATGGCCATGCCGGAT"

ACGGTTTTATGATAATGCTGTTTAGTTATATTGGTACCGGTACGGCCTA,
en 10.3 peptide | | pFB1-6xHis-

Met Ala Met Pro Asp
eu Pro Lys Tyr Tyr Tyr Asp Lys Ser Ile

TATGATAATGCTGTTTAGTTAT=W|TAACTCCCGTCT ETACE

SM10.3-BACR2

TATGATAATGCTGTTTAGTTATGTAC ]
SM10.3-BACRL

Figura 27. Representacdo da clonagem do gene Sm10.3 em pFastBac
Amino. Foi utilizado o mRNA AY256907.1 para esta esquematizacéo. (A)
Mapa esquematico do gene Sm10.3 inserido no plasmidio pFastBac Amino.
O circulo tracejado indica a regido onde nao ocorreu a fusao entre 0s genes
Sm10.3 e Poliedrina. (B) Sequéncia da regido onde ndo ocorreu a fuséo
entre 0os genes da poliedrina e Sm10.3. No primer SM10.3-BACR1, em
destaque, € possivel observar o stop cédon, que gerou a interrupcdo do
gene Sm10.3. J4 em SM10.3-BACR2, a regido destacada, mostra que com
este primer o gene Sm10.3 também nédo entra no mesmo frame de leitura da
poliedrina.
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6. Discussao

Neste trabalho, foi estudado a clonagem e expressao da proteina
Sm10.3, de Schistosoma mansoni, em um sistema heterdlogo de expresséo
em eucariotos, o sistema de expressdo em baculovirus.

Como descrito por Davis et al., em 1988 e por Berriman, em 2009,
o0 Sm10.3 trata-se de um gene pertencente a quarta familia dos Micro-Exos
Genes (MEG-4), marcado pela forte caracteristica de possuir varios micro-
exons, mais especificamente conjuntos de trés micro-exons de 27 pb,
formando regiées com copias de 81 pb, normalmente cinco cépias, que séo
capazes de sofrer splicing, podendo assim gerar mRNAs de tamanhos
variados. Isso explica os diversos clones obtidos neste trabalho,
provenientes dos cDNAs 1 — mix de vermes adultos, macho e fémea - e do
cDNA 2 — um mix de todas as fases de desenvolvimento — que mesmo
possuindo essa caracteristica, apresentaram diferentes caracteristicas entre
Si.

Apenas dois clones foram escolhidos para dar continuidade ao
estudo, o clone 1, proveniente do cDNA 1, e o clone 8, do cDNA 2. Como 0s
dois apresentaram tamanhos muito semelhantes, acredita-se que o clone
obtido do cDNA 2 também seja proveniente de vermes adultos, apesar deste
gene também estar presente em cercarias, porém, sendo bem menos
expresso nesta fase de desenvolvimento (63).

Ambos os clones apresentaram na regido de repeticdo em
tandem, as coOpias de 81 pb e as coOpias parciais de 55 pb, como descrito por
Davis et al, em 1988. Entretanto, o clone 1 apresentou duas copias de 81 pb
e uma copia parcial de 55 pb, enquanto o clone 8 apresentou apenas uma
copia de 81 pb e uma de 55 pb. Além disso, em Bm1 ocorreu uma mutagao
em uma das copias de repeticdo em tandem, havendo a mutagdo de um
Acido aspartico (Asp), aminoacido polar negativo, para uma Asparagina
(Asn), um aminoacido apolar. A regido de repeticio em tandem € uma

importante regido no antigeno Sm10.3 a qual sofre modificacbes pos-
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traducionais, como a O-glicosilacdo (61). Ainda ndo se sabe que efeito essa
mutacdo no clone 1 possa ter ocasionado na sintese do antigeno, mas
acredita-se que esta nao foi uma mutacao de grande importancia por ter sido
bem pontual.

Na analise in silico, ambos os clones apresentavam a producéo
do antigeno, entretanto, quando os extratos celulares contendo as proteinas
foram analisados em gel de SDS-PAGE e Western blot marcado com anti-
6xHis, observou-se que apenas em Bm8, do clone 8, houve a deteccéo da
proteina. Em Bm1, ndo ocorreu qualquer traco de possiveis proteinas,
mesmo apos quatro repeticdes deste experimento. Inicialmente apenas o
extrato celular foi analisado, pois como era esperada a fusdo do Sm10.3 a
poliedrina, ndo era esperado encontrar esta proteina em meio extracelular, ja
gue a poliedrina mantém-se no nucleo até a lise celular (79,93).

Entretanto, como a proteina Sm10.3 ndo foi corretamente
fusionada a poliedrina, o sobrenadante também foi analisado para conferir
se havia ocorrido a secrecao da Sm10.3 pelas células (dados ndo inseridos
neste trabalho), jA que a Sm10.3, ou MEG-4.1 como é chamada por outros
autores como Xiao Hong Li e colaboradores (2013), trata-se de uma proteina
secretada pela glandula esofagica, com a funcdo de hemoaglutinacdo, no
entanto, ndo foi encontrado nenhum traco desta proteina, de ambos os
clones, no sobrenadante (52,58,61). Outra hipétese € que nem todos os
MRNASs gerados sintetizam proteinas viaveis. Outras analises, de western
blot e in silico, estdo sendo realizadas para inferir o que possa ter ocorrido
para que a proteina deste clone aparentemente nao tenha sido detectada.

Em Bm8 é possivel observar que, além da deteccdo da proteina
do tamanho esperado (por analise in silico) de aproximadamente 21 kDa,
houve a deteccdo de um forte rastro, indicando uma degradacédo
(provavelmente causada por acdo de alguma protease da célula hospedeira)
e a deteccao de uma proteina um pouco acima de 15 kDa. Acredita-se que
esta proteina pode ser tanto o resultado da acdo de uma protease sobre a
proteina Sm10.3 obtida (corroborando para a explicacdo dada para o rastro

que foi detectado), ou possivelmente possa ter ocorrido um splicing durante
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a maturacdo do mRNA transcrito a partir do gene Sm10.3, gerando uma
proteina menor do que a esperada, de 21 kDa.

A regido de repeticdo em tandem é uma importante regido no
antigeno Sm10.3 a qual sofre modificacbes poés-traducionais, como a O-
glicosilacdo, devido ao alto numero de Treonina e Serina presentes nesta
regido, sendo que as O-glicosilagbes sdo muito importantes para o correto
dobramento da proteina, além de ter um papel importante na estabilidade e
secrecdo das proteinas, entre outras funcdes (61,94,95).

Corroborando com isso, de acordo com Xiao Hong Li, em 2013,
uma proteina Sm10.3 completa, ou seja, sem ter sofrido splicing (~27,9 kDa),
deveria adquirir um peso de até 120 kDa, devido (em parte) a adicdo dos O-
glicanos na regido de repeticdo em tandem (61). Logo, a proteina adquirida
neste trabalho, que em analise in silico tem um peso de aproximadamente
21 kDa, supostamente deveria ter adquirido um peso de pelo menos 80 kDa
ou mais, caso sofresse tal modificacdo poOs-traducional, mesmo ela tendo
sofrido splicing (reduzindo significativamente o numero de copias de
repeticao).

A partir disso, podemos inferir que, ou a proteina Sm10.3 néo
adquiriu essa modificacdo poés-traducional devido a falta da fusdo com a
poliedrina, j& que esse sistema de expressdo em baculovirus, com a
expressdo de proteinas sob o promotor da poliedrina j& demonstrou, em
outros estudos, ser eficaz para essas modificacées pds-traducionais, as N e
O-glicosilagbes (96—98), ou podemos inferir que por esta regido de repeticéo
em tandem estar incompleta nos clones adquiridos interferiu no
processamento desta modificacdo, ou pode ser uma consequéncia das duas
situagcbes. Entretanto, este sistema ainda mantém a vantagem de ter a

producao de proteinas em larga escala, de baixo custo e de facil manuseio.
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7. Conclusdes

Por fim, este trabalho atingiu o objetivo de clonar e expressar o
gene Sm10.3 em sistema de expressdo baculovirus, mostrando a eficacia
deste sistema para a expressdo de proteinas heterélogas. No entanto, uma
das vantagens que era esperada neste sistema, a modificacdo poOs-
traducional, ndo foi obtida. Também, imprevistos como o fato de nao ter
ocorrido a fusdo da proteina Sm10.3 a poliedrina, impediu que a proteina
obtida pudesse ser purificada e melhor estudada. Além disso, para uma
melhor analise da proteina construida serd necessario testa-la contra soro
de pacientes infectados com S. mansoni utilizando a técnica de ELISA, para
testar sua eficacia na deteccdo desta doenca. Novos primers estdo sendo

sintetizados para continuidade dos experimentos com este gene.
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Resumo:

O Schistosoma mansoni é um helminto que parasita o intestino e vasos sanguineos de seu
hospedeiro mamifero, gerando varios agravos para a saude do hospedeiro, podendo levar a morte.
Uma proteina presente nas glandulas esofagicas do S. mansoni, a Sm10.3, expressa em
bactérias, demonstrou acdo protetiva em testes com animais, podendo se tornar uma boa
candidata para o desenvolvimento de novas vacinas. Assim, seria interessante expressa-la em um
sistema eucarioto, como o0 sistema Bac-to-Bac. Este sistema de expressao utiliza o baculovirus
infectando células de insetos. Nesse sistema, o0 gene Sm10.3 foi expresso sob o promotor da
poliedrina, que é altamente expresso neste sistema. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
expressao da proteina Sm10.3 no sistema Bac-to-Bac. O cDNA de S. mansoni foi clonado em
pGEM-T Easy. Os clones obtidos foram subclonados no vetor pFastBac Amino. Apés isso 0 gene
recombinado foi clonado em células DH10Bac para geracdo do Bacmidio recombinante. As
células de insetos foram transfectadas com os Bacmidios recombinantes com o auxilio de
lipossomo catibnico. As proteinas recombinantes foram expressas em células de inseto. Apenas
um clone da proteina recombinante foi reconhecido por anticorpos anti-6xHis, por western blot.
Nele foram detectadas duas proteinas de tamanhos distintos, uma com o tamanho esperado de
21kDa e outra menor, de aproximadamente 15 kDa, hipoteticamente gerada apés o transcrito ter
sofrido splicing. Observou-se que as proteinas recombinantes ndo foram fusionadas a proteina da
poliedrina. Este trabalho atingiu o objetivo de clonar e expressar 0 gene Sm10.3 em sistema de
expressdo baculovirus, mostrando a eficacia deste sistema para a producdo de proteinas
heterélogas.
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Bac-to-Bac, BEVS, poliedrina.

1. Introducéo

O Schistosoma mansoni, helminto

bY

possuindo um ciclo de vida bastante

pertencente a classe Trematoda, € um
animal que parasita 0 intestino e vasos
sanguineos de seu hospedeiro mamifero,
como o homem, primatas, entre outros
(Coura e Amaral, 2004; Nelwan, 2019).
Esta espécie, aléem de outras quatro, que
sdo S. haematobium, S. intercalatum, S.
japonicum e S. mekongi, sdo as
causadoras da doenca esquistossomiase
ou esquistossomose em humanos,
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complexo, englobando diferentes fases de
desenvolvimento, diferentes habitats e
hospedeiros (Katz e Almeida, 2003;
Nelwan, 2019).

A esquistossomose mansoénica (EM)
possui uma alta prevaléncia mundial,
possuindo uma estimativa de mais de 200
milhdes de pessoas no mundo infectadas
por esquistossomose, sendo estes
nameros ainda subestimados, por esta se
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tratar de uma doenca altamente
negligenciada (Vitorino, et al.,, 2012;
Ministério da Saude, 2014; Gomes, et al.,
2017).

Um dos fatores que agrava a situacéao da
EM é a facilidade com que o quadro
clinico do paciente pode se agravar —
principalmente os de baixa renda e de
regides com acesso precario a saude —,
caso nao haja um tratamento adequado
(Boros, 1989; Cruz, et al., 2020).

Atualmente, h& dois medicamentos
utilizados para o tratamento de EM o
Praziquantel e Oxamniquine, sendo usado
preferencialmente o Praziquantel, por ser
de dose Unica e causar efeitos adversos
leves. Entretanto, além de ambos
possuirem contraindicagces em caso de
pacientes epiléticos ou com insuficiéncia
hepatica, renal e cardiaca graves, ambos
atuam apenas contra o0 verme adulto e
ndo possuem efeito profilatico ou néo
impedem uma reinfeccdo dos pacientes
por este parasito, 0 que nos leva a grave
situacdo da resisténcia medicamentosa,
que ja foi observada em alguns casos de
pacientes reinfectados (Shaw e Erasmus,
1987; Mendonca, et al., 2016; Silva, et al.,
2017). Entre esses e outros fatores, se faz
necessario o uso de uma profilaxia para
impedir o surgimento de novos casos.

Muitos antigenos tém sido
estudados nos Ultimos anos, com o
propésito de se gerar uma vacina, um
deles é 0 Sm10.3 (Figueiredo, et al., 2015;
Tebeje, et al.,, 2016; Hotez, et al., 2019;
Molehin, 2020).

O Sm10.3, pertencente aos genes
da quarta familia dos Micro-Exons Genes
(MEG-4), caracterizado por possuir uma
regido de repeticdo em tandem, contendo
até cinco copias, sendo quatro copias de
81 pares de bases (pb) e uma cépia
parcial de 55 pb, copias estas que
possuem grande facilidade de sofrer
splicing (Davis, et al., 1988; DeMarco, et
al. 2010, Ustianenko, et al. 2017). Além
disso, € encontrada em quase todas as
fases de desenvolvimento do parasito,
principalmente em esquistossdémulos, com
a excecado dos miracidios (Martins, et al.
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2014). Acredita-se que ela esteja
associada ao processo de alimentacéo do
parasito, pois esta proteina demonstrou
gue induz a aglutinacdo de eritrécitos e
por ser uma proteina secretada
exclusivamente pelas glandulas
esofagicas (Li, et al., 2013; Matrtins, et al.,
2014; Wilson, et al., 2015).

Este antigeno ja demonstrou acao
protetiva parcial em testes com animais,
apresentando uma reducdo de até 32%
na parasitemia de vermes adultos e de até
43,6% no numero de ovos no figado,
mesmo ela tendo sido expressa em
bactérias (Martins, et al., 2014).

Logo, é possivel que esta
proteina demonstre resultados mais
satisfatorios, se expressa em um sistema
de expressdo eucariotico, pois assim
podem ocorrer modificagcbes  pos-
traducionais importantes, caracteristicos
do sistema  eucaridtico, podendo
aumentar a imunogenicidade da proteina.
Além disso, por esta proteina ser
encontrada em fases mais jovens deste
parasito (antes de se tornar adulto), é
possivel que ocorra interferéncia no
desenvolvimento do parasito para a fase
adulta, no hospedeiro humano, impedindo
assim a oviposicdo, causadora de todas
as complicacbes geradas por esta doenca.
Sendo assim, foi escolhido o sistema de
vetor de expressdo em baculovirus
(BEVS), ou Bac-to-Bac. O BEVS, utiliza a
maquinaria do sistema eucarioto atraveés
da infeccdo de células de insetos que,
mesmo nado possuindo o perfil de
modificacdo pods-traducional idéntico ao
dos eucariotos superiores, € bastante
similar, podendo entao realizar
modificagdes como, fosforilagoes, N- e O-
glicosilacbes, entre outros (Ailor e
Betenbaugh, 1999; Kost, et al.,, 2005;
Ribeiro, et al., 2015). Neste sistema,
existem varios promotores interressantes
para a expressao fe proteinas heterélogas,
como o promotor da poliedrina, um gene
super expresso, pois sua proteina serve
para criar um cristal que protege o0 virus
no meio ambiente (Yang e Miller, 1998;
Van Oers, 2011; Ribeiro, et al., 2015;



Chambers et al. 2018).

Logo, este trabalho visa avaliar a
expressdo do antigeno Sm10.3, de
Schistosoma mansoni, que possui grande
potencial vacinal, em um sistema de
expressdo eucariético, o Bac-to-Bac, sob
0 promotor da poliedrina.

2. Materiais e Métodos

2.1. Antigeno a ser expresso

Gene da familia MEG-4, Sm10.3,
namero de acesso Smp_163630, no
GenBank (NCBI). Para alinhamento para
0 sequenciamento foi utilizado o mMRNA
AY256907.1, também do GenBank (NCBI),
sendo utilizados os programas SnapGene
e Chromas, além das ferramentas Blast
(NCBI) e Uniprot.

2.2. Primers utilizados

Para a amplificacdo dos insertos de
Sm10.3 foram utilizados os primers SM10-
BACF: 5 CCA TGG GCA ATA TCT ACC
TTA TTG GTA TAT 3’; SM10-BACR1: &
CCA TGG TTA TAT TGA TTT GTC GTA
ATAGTAT 3, com a presenca de um stop
coédon () e SM10-BACR2: 5 CCA TGG
TCT GCC CTC AAT TAT TGA TTT GTC
GTA ATA GTA T 3, com a presenca de
uma regiao de acéo de endoquinase (_ ).
Além disso, em todos estes primers ha a
presenca de uma regido de corte da
enzima NCO | ().

Outro primer utilizado foi reverso do
gene da poliedrina, o BacV-R: 5 GGA
TCC CTC GAG TTA ATA CGC CGG ACC
AGT GAA CAG A 3, para confirmar a
correta orientacao do gene no vetor.

2.3.0btencéo da sequéncia codificadora
da proteina

O gene foi amplificado, com o para
de primers SM10-BACF e SM10-BACR1,
a partir de duas amostras de cDNA
(fornecidas pela Universidade Federal de
Minas Gerais), denominados de cDNA 1,
com um mix de vermes adultos (machos e
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fémeas), e de cDNA 2, com um mix de
todas as fases de desenvolvimento.

Apoés isso, o produto da PCR foi
clonado em vetor pGEM-T Easy (Promega)
e transformadas em células da linhagem
DH5q, guiomio-competentes, de
Escherichia coli (Instruction manual,
Promega, 2018; Li, et al., 2010).

A presenca do inserto de Sm10.3,
nas colbnias selecionadas, foi confirmada
por PCR com o par de primer SM10-
BACF e SM10-BACRL1. Apé6s confirmacéo,
os vetores pGEM-T recombinantes foram
extraidos com o kit PureYieldTMPlasmid
Miniprep System (Promega).

2.4.0btengé&o do vetor pFastBac Amino
recombinante

Os vetores pGEM-T recombinantes,
foram digeridos com a enzima NCO |
(Invitrogen) para a obtengao dos insertos
de Sm10.3. A digestdo por NCO | também
foi realizada no vetor pFastBac Amino
(possui a insercdo de 6x Histidinas), para
a abertura do vetor. Apds isso, 0s insertos
de Sm10.3 foram clonados em vetor
pFastBac Amino e transformadas em
células da linhagem TOP10, quimio-
competentes, de E. coli.

A presenca do inserto de Sm10.3,
nas colbnias selecionadas, foi confirmada
por PCR com o par de primer SM10-
BACF e SM10-BACR2 e a orientagdo do
inserto no vetor, foi confirmada através de
PCR com os primers SM10-BACF e BacV-
R.

Os vetores pFastBac Amino
recombinantes foram extraidos com o kit
PureYieldTMPlasmid Miniprep System
(Promega).

2.5.0btenc¢&o do Bacmidio recombinante

Os vetores pFastBac Amino
recombinantes foram transformados em
células da linhagem DH10Bac (onde o
DNA cromossémico consiste no Bacmidio),
quimio-competentes, de E. coli (Instruction



manual, Invitrogen, 2011). A presenca do
inserto de Sm10.3, nas colonias
selecionadas, foi confirmada por PCR
com o par de primer SM10-BACF e SM10-
BACR2.

O DNA cromossbmico (Bacmidio
recombinante) foi extraido com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega).

2.6. Transfeccado das Células Tn5B

Cerca de 5 pg do Bacmidio
recombinante, foi utilizado para transfectar
10% células Tn5B, de Trichoplusia ni
(fornecidas pelo prof® Bergmann Ribeiro,
do Departamento de Virologia, da
Universidade de Brasilia).

Os bacmidios recombinantes foram
diluidos 1:100 em meio TC-100 (Gibco),
sem a adicado de SFB. Foram adicionados
8 uL de lipossomo catidnico Cellfectin® Il
Reagent (Gibco) a diluicdo. A mistura, foi
incubada por 20 min, a temperatura
ambiente (89).

Foi adicionado 20 pL por poco, da
mistura lipossomo/Bacmidio recombinante
as células Tn5B. As células
permaneceram em estufa a 28°C, durante
5 dias.

As células infectadas foram entéo
coletadas e centrifugadas a 6000 rpm, por
6 min. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a 4°C, para futuras infec¢des.

O pellet (extrato celular contendo as
proteinas) foi lavado duas vezes em PBS
1x e centrifugado a 6000 rpm, por 6 min.

2.7.Andlise da proteina por Western Blot

A concentragdo das proteinas
recombinantes, presente no extrato celular,
foi determinada com o kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Fisher). Apds isso,
uma aliquota de 20 pg das proteinas
recombinantes foi analisada por
eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% (He,
2011).

Foram feitos trés géis. Um foi corado
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e fixado em solucédo de 40 % de metanol
e 10 % de Aacido acético e azul de
Coomassie 0,1 %, por cerca de 16 h e
descorado em solugdo de 40 % de
metanol e 10% de acido acético por 12 h.
Os outros dois géis foram utilizados para
transferéncia das proteinas para uma

membrana de Nitrocelulose (GE
Healthcare), usando-se o0 aparato de
transferéncia  Mini  Trans-Blot® Cell
(BioRad®), para o0 experimento de

imunodetecgdo de proteinas (“Western
blot”). Um marcado com anticorpo
primério anti-6xHis e o outro com anti-
Polh (Kurien e Scofield, 2006).

3. Resultados

3.1. Obtencéo da sequéncia codificadora
da proteina

Na amplificacdo das sequéncias de
Sm10.3 das amostras de CcDNA,
sequéncia foi amplificada através de PCR,
com o par de primers Sm10-BACF e
Sm10-BACR1, foram obtidos fragmentos
de diferentes tamanhos, sendo que foram
obtidos dois fragmentos na amostra de
cDNA 1, entre 500 pb e 650 pb, e no
cDNA 2, foi obtido apenas um fragmento
em torno de 500pb (Fig. 1).

1 2

650 pb
500 pb

Figura 1. Produto de PCR do cDNA de S. mansoni,
em gel de agarose 1 %. 1: cDNA 1 - mix de
vermes adultos, macho e fémea, contendo dois
fragmentos amplificados. Um fragmento > 500 pb
e outro < 650 pb. 2: cDNA 2 - mix de todas as



fases de desenvolvimento (do ovo ao verme adulto)

de S. mansoni, contendo um fragmento
amplificado > 500 pb. Marcador: 1kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen).

ApoOs a clonagem, em pGEM-T Easy,
destes fragmentos de Sm10.3, 9 col6nias
apresentaram fragmentos de Sm10.3 com
tamanhos entre 500 e 650 pb, sendo 3
delas obtidas do cDNAl e as outras 6
colbnias séo provenientes do cDNA 2 (Fig.
2).

Em analises de sequenciamento,
observou-se que estes clones
apresentavam diferentes caracteristicas
entre si, mas que mantinham algumas das
caracteristicas descritas por Davis e
colaboradores (1988), mas apenas dois
deles foram selecionados para dar
seguimento no estudo, os clones 1 e 8
(Fig. 2). O clone 1, por ser o maior, com
aproximadamente 640 pb (contendo duas
copias de 81 pb e uma cépia parcial de 55
pb) e mais semelhante ao mMRNA
AY256907.1 (NCBI), contendo apenas
uma mutacdo pontual em uma das copias
de repeticdo, e o clone 8, por nao
apresentar nenhuma mutagéo, apesar de
ser menor, com aproximadamente 560 pb,
apresentando apenas uma copia de 81 pb
e uma parcial de 55 pb (dados néo
aprresentados).

3.2. Obtengé&o do vetor pFastBac Amino
recombinante

Apos a clonagem dos clones 1 e 8
em vetor pFastBac Amino, foram
confirmados, na PCR com o par de
primers SM10.3-BACF e SM10.3-BACR2,
4 colbénias do clone 1 (colénias 1la a 1d) e
5 colénias do clone 8 (8a a 8e), contendo
o inserto de Sml0.3, todas com os
tamanhos esperados entre 500 pb e 650
pb (Fig. 3 A) Ja na PCR com os primers
SM10.3-BACF e BacV-R, foram
confirmadas apenas a colbnia la, do
clone 1, e a colonia 8d, do clone 8, na

NN nn
2UU po
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cDNA1
cr2 1 2 3 4 5 6 7 8 9

CP1

Figura 2. Gel agarose 1% contendo produto de
PCR das colbnias selecionadas (1 a 9) com os
tamanhos esperados entre 500 e 650 pb. CP1:
Controle positivo — cDNA 1. CP2: Controle positivo
— cDNA 2. Colbnias 1,2 e 3 provenientes do
cDNAL1. Colbnias 4 a 9, provenientes do cDNA 2.
Marcador: 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

orientacdo correta no vetor pFastBac
Amino e em quantidades satisfatorias,
confirmadas por insertos de tamanho
aproximado de 1.400 pb, que consiste na
soma do gene da poliedrina, com cerca
de 800 pb, e dos insertos de Sm10.3 (Fig.
3 B).

Clone 1 Cione 8

CP CP

A




GxHis

Figura 3. Produto de PCR dos clones
recombinantes Sm10.3/pFastBac Amino, em Gel
de agarose 1 % (A) Gel de agarose com produto
de PCR realizada com o par de primers SM10.3-
BACF e SM10.3-BACR2. CP 1: Controle Positivo
do clone 1 em pGEM-T Easy, apresenta a banda
com o tamanho esperado de ~640 pb. CPS8:
Controle Positivo do clone 8 em pGEM-T Easy,
apresenta a banda com o tamanho esperado de
~560 pb. Clone 1: coldnias la e 1b apresentam
insertos com o tamanho semelhante ao do CP1,
mas as colbnias 1c e 1d apresentam tamanho
menor que o esperado. Clone 8: todas as colbnias,
8a a 8e, apresentam o tamanho semelhante ao
CP8. Colbnias 1d e 8c pouco aparentes, mas
presentes. (B) Gel de agarose com produto de
PCR realizada com os primers SM10.3-BACF e
BacV R. Clone 1: colbnias 1la e 1b apresentam o
tamanho esperado de ~1.400 pb, tendo a col6nia
la muito mais expressiva que a 1lb. Clone 8:
colénias 8c e 8d apresentam tamanho esperado
de ~1.400 pb, tendo a coldnia 8d muito mais
expressiva que a 8c. Abaixo, squema da fusédo do
gene Sm10.3 ao gene da poliedrina. Marcador:
1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

3.3.0btenc¢éo do Bacmidio recombinante

ApoOs a extracdo do vetor pFastBac
Amino recombinante, das colbnias la e
8d, as colbnias foram transformadas em
células DH10Bac. Foram selecionadas
uma colbénia de cada clone para dar
seguimento ao estudo, denominadas de
Bm1 (Bacmidio recombinante do clone 1)
e Bm8 (Bacmidio recombinante do clone 8)

(Fig. 4).

CP CP
1a 8d

Bm1 Bm8

Figura 4. Produto de PCR, em gel de agarose 1%,
realizada com os primers SM10.3-BACF e
SM10.3-BACR2. CP 1a: Controle Positivo do clone
1 - colbnia la - em pFastBac Amino, apresenta a
banda com o tamanho esperado de ~640 pb.
CP8d: Controle Positivo do clone 8 -col6nia 8d -em
pFastBac Amino, apresenta a banda com o
tamanho esperado de ~560 pb. Colénia Bml -
clone 1 -apresenta inserto com o tamanho
semelhante ao do CP1la, de ~640 pb. Colénia Bm8
-clone 8 -apresenta o tamanho semelhante ao
CP8d, de ~560 pb. Marcador: 1kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen).

3.4. Transfeccéo das Células Tn5B

Apoés realizada a extracdo do DNA
cromossémico (Bacmidio recombinante)
das colénias Bm1 e Bm8, foi realizada a
transfeccao das células Tn5B. Apds 5 dias
da transfeccdo as células foram
observadas em microscépios de Iluz
invertida.

As células infectadas com os clones
de Bacmidio recombinante apresentaram
a formacgéao de cristais de poliedrina dentro
do nucleo das células Tn5B. Entretanto,
percebe-se que o0s cristais formados
possuem uma aparéncia disforme,
quando comparados aos cristais de um
Bacmidio sem recombinacédo. Nas células
infectadas apenas com Bacmidio, nao
recombinado, utilizadas como controle
positivo da transfeccdo, é possivel
observar cristais bem formados e
individualizados, tanto dentro quanto fora
das células (Fig. 5).



Figura 5. Células Tn5B, de Trichoplusia ni, transfectadas com Bacmidios recombinantes (A) Controle
negativo da transfeccao, contendo células Tn5B nao infectadas. Células observadas ap0s 3 dias, a titulo de
comparacéo. (B) Controle positivo da transfec¢édo. Células Tn5B transfectadas com DNA de Bacmidio nédo
recombinado. As setas pretas indicam os cristais de poliedrina formados no interior do nlcleo. As setas
brancas indicam os cristais no meio extracelular, apés morte da célula hospedeira. (C) Células Tn5B
transfectadas com DNA do Bacmidio Bml. Setas pretas indicam os cristais de poliedrina formados no
interior do nucleo. (D) Células Tn5B transfectadas com DNA do Bacmidio Bm8. Setas pretas indicam os
cristais de poliedrina formados no interior do ndcleo. Imagens com aumento de 32x, em microscépio de luz

invertida. Créditos das imagens: Bruno Milhomem.

3.5.Andlise da proteina por Western Blot

Apls terem sido recuperados e
guantificados, o0s extratos celulares,
contendo os bacmidios recombinados
com os clones de Sml10.3, foram
analisados em SDS-PAGE 10% e por
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Western blot com anticorpos distintos, o
anti-6xHis e o anti-Polh.

Era esperado que as proteinas
produzidas pelos Bacmidios Bm1l e Bm8,
guando detectadas por anticorpo anti-

6xHis, apresentassem um tamanho
aproximado de 50 kDa, dado o
fusionamento a poliedrina, de

aproximadamente 30 kDa (Fig. 6 B). O



mesmo era esperado na deteccado por
anti-Polh, mas sO ocorreu apenas a
deteccédo da poliedrina sozinha (Fig. 6 A).
Posteriormente, em novas analises in
silico, observou-se que de fato ndao
ocorreu a correta fusdo da proteina
Sm10.3 a Poliedrina, devido a um erro na
montagem de ambos 0S primers reversos
especificos para o gene Sml10.3, o
SM10.3-BACR1 e R2, utlizados neste
estudo.

Em Bml n&do houve a detecgéo por
anticorpo  anti-6xHis e em BmS8
apresentou bandas com os tamanhos de
aproximadamente 20kDa e 15kDa, sendo
21kDa, o tamanho aproximado para esta
proteina (sem a presenca da poliedrina).

Além disso, é possivel observar um
rastro de uma possivel degradacdo da
proteina, em Bm8 (Fig. 26A). Nenhuma
banda foi detectada em células Tn5B nao
infectadas e a deteccdo da poliedrina
(Polh), em células transfectadas com o
Bacmidio ndo recombinado, com ~30
kDa, €& bastante evidente, além de
algumas marcacdes inespecificas (Fig. 6
A).
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Figura 6. Analise da expressdo dos clones da
proteina Sm10.3 em extrato das células Tn5B.
Controle negativo: (Tn5B) células ndo infectadas;
Bm1 e Bm8: células infectadas com os Bacmidios
recombinados com o clone 1 e 8,
respectivamente; Controle positivo: (Polh) células
infectadas com Bacmidio ndo recombinante. (A)
Analise por Western blot das proteinas. A
membrana foi imunomarcada com anti-6xHis
como anticorpo primario. A seta branca indica a
poliedrina de ~30 kDa em Polh. As pontas de
setas pretas indicam proteinas de ~21 kDa e ~15
kDa, em Bm8. (B) Andlise de Western blot das
proteinas. A membrana foi imunomarcada com
anti-Polh como anticorpo primario. A caixa branca
indica a poliedrina, de ~30 kDa, em todas as
células infectadas (Bm1, Bm8 e Polh), sendo bem
pouco evidente em Bml. (C) Gel de SDS-PAGE
10 % dos extratos celulares. A caixa branca indica
a poliedrina, de ~30 kDa, nas células infectadas.
As setas pretas indicam proteinas de ~21 kDa e
~15 kDa, em Bm8.

4. Discussao

Neste trabalho, foi estudado a
clonagem e expressdo da proteina
Sm10.3, de Schistosoma mansoni, em
um sistema heterdlogo de expressdo em
eucariotos, o sistema de expressao em
baculovirus.

Como descrito por Davis, et al.
(1988) e por Berriman, et al. (2009), o
Sm10.3 trata-se de um gene pertencente
a gquarta familia dos Micro-Exos Genes
(MEG-4), marcado pela forte
caracteristica de possuir varios micro-
exons, mais especificamente conjuntos
de trés micro-exons de 27pb, formando



regibes com copias de 81 pb,
normalmente cinco copias, que Ss&o
capazes de sofrer splicing, podendo

assim gerar transcritos de tamanhos
variados. Isso explica os diversos clones
obtidos neste trabalho, provenientes dos
cDNAs 1 — mix de vermes adultos,
macho e fémea - e do cDNA 2 — um mix
de todas as fases de desenvolvimento—
que mesmo possuindo essa
caracteristica, apresentaram diferentes
caracteristicas entre si.

Apenas o clone 1 e 8 foram
escolhidos para dar andamento no
estudo. Ambos apresentaram na regiao
de repeticdo em tandem, as copias de 81
pb e as coépias parciais de 55 pb, como
descrito por Davis, et al. (1988).
Entretanto, o clone 1 apresentou duas
copias de 81 pb e uma coépia parcial de
55 pb, enquanto o clone 8 apresentou
apenas uma copia de 81 pb e uma de 55
pb. Além disso, em Bml ocorreu uma
mutacado em uma das copias de repeticdo
em tandem, havendo a mutacdo de um
Acido aspartico (Asp), aminoéacido polar
negativo, para uma Asparagina (Asn), um
aminoacido apolar. A regido de repeticédo
em tandem é uma importante regido no
antigeno Sm10.3 a qual sofre
modificacdes pods-traducionais, como a
O-glicosilacéo (Li, et al., 2013). Ainda nao
se sabe que efeito essa mutacdo no
clone 1possa ter ocasionado na sintese
do antigeno, mas acredita-se que esta
nao foi uma mutacdo de grande
importancia por ter sido bem pontual.

Na analise in silico, ambos os
clones apresentavam a producdo do
antigeno, entretanto, quando os extratos
celulares contendo as proteinas foram
analisados em gel de SDS-PAGE e
Western blot imuno marcado com anti-
6xHis, observou-se que apenas em BmS,

do clone 8, houve a detec¢éo da proteina.

Em Bm1, ndo ocorreu qualquer traco de
possiveis proteinas, mesmo apés quatro
repeticoes deste experimento.
Inicialmente apenas o extrato celular foi
analisado, pois como era esperada a
fusdo do Sm10.3 a poliedrina, ndo era
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esperado encontrar esta proteina em
meio extracelular, ja& que a poliedrina
mantém-se no nucleo até a lise celular
(Thumbi, 2008; Ribeiro, et al. 2015).

Entretanto, como a proteina Sm10.3
ndo foi corretamente fusionada a
poliedrina, o sobrenadante também foi
analisado para conferir se havia ocorrido
a secrecdo da Sm10.3 pelas células
(dados néo inseridos neste trabalho), ja
que a Sml10.3, ou MEG-4.1 como é
chamada por outros autores como Xiao
Hong Li, et al. (2013), trata-se de uma
proteina  secretada pela glandula
esofagica, com a funcéo de
hemoaglutinagdo, no entanto, nao foi
encontrado nenhum traco desta proteina,
de ambos os clones, no sobrenadante (Li,
et al., 2013; Martins, et al., 2014; Wilson,
et al., 2015). Outra hip6tese € que nem
todos os MRNAs gerados sintetizam
proteinas viaveis. Outras analises, de
western blot e in silico, estdo sendo
realizadas para inferir o que possa ter
ocorrido para que a proteina deste clone
aparentemente nao tenha sido detectada.

Em Bm8 é possivel observar que,
além da deteccdo da proteina do
tamanho esperado (por andlise in silico)
de aproximadamente 21 kDa, houve a
deteccdo de um forte rastro, indicando
uma degradacéo (provavelmente
causada por acdo de alguma protease da
célula hospedeira) e a deteccdo de uma
proteina um pouco acima de 15 kDa.
Acredita-se que esta proteina pode ser
tanto o resultado da acdo de uma
protease sobre a proteina Sm10.3 obtida
(corroborando para a explicagcdo dada
para o rastro que foi detectado), ou
possivelmente possa ter ocorrido um
splicing durante a maturacdo do mRNA
transcrito a partir do gene Sml0.3,
gerando uma proteina menor do que a
esperada, de 21 kDa.

A regido de repeticdo em tandem é
uma importante regido no antigeno
Sm10.3 a qual sofre modificacdes poés-
traducionais, como a O-glicosilacéo,
devido ao alto numero de Treonina e
Serina presentes nesta regido, sendo que



as O-glicosilacdes sdo muito importantes
para o correto dobramento da proteina,
além de ter um papel importante na
estabilidade e secrecdo das proteinas,
entre outras funcdes (Jensen, et al. 2012;
Li, et al. 2013).

Corroborando com isso, de acordo
com Xiao Hong Li, et al. (2013), uma
proteina Sm10.3 completa, ou seja, sem
ter sofrido splicing (~27,9 kDa), deveria
adquirir um peso de até 120 kDa, devido
(em parte) a adicdo dos O-glicanos na
regido de repeticdo em tandem. Logo, a
proteina adquirida neste trabalho, que em
analise in silico tem um peso de
aproximadamente 21 kDa, supostamente
deveria ter adquirido um peso de pelo
menos 80 kDa ou mais, caso sofresse tal
modificacdo poés-traducional, mesmo ela
tendo sofrido  splicing  (reduzindo
significativamente o nimero de copias de
repeticao).

A partir disso, podemos inferir
gue,ou a proteina Sm10.3 ndo adquiriu
essa modificacdo poés-traducional devido
a falta da fusdo com a poliedrina, ja que
esse sistema de expressdao em
baculovirus, com a expressdo de
proteinas sob o promotor da poliedrina ja
demonstrou, em outros estudos, ser
eficaz para essas modificacbes pos-
traducionais, as N e O-glicosilacdes
(Delahaye, et al. 1996; Zhu, et al. 2020),
ou podemos inferir que por esta regiao de
repeticdo em tandem estar incompleta
nos clones adquiridos interferiu no
processamento desta modificacdo, ou
pode ser uma consequéncia das duas
situacdes. Entretanto, este sistema
ainda mantém a vantagem de ter a
producdo de proteinas em larga escala,
de baixo custo e de facil manuseio.

Por fim, este trabalho atingiu o
objetivo de clonar e expressar 0 gene
Sm10.3 em sistema de expressao
baculovirus, mostrando a eficacia deste
sistema para a expressdo de proteinas
heter6logas. No entanto, uma das
vantagens que era esperada neste
sistema, a modificagdo pos-traducional,
nao foi obtida. Também, imprevistos

103

como o fato de nao ter ocorrido a fuséo
da proteina Sm10.3 a poliedrina, impediu
gque a proteina obtida pudesse ser
purificada e melhor estudada. Além disso,
para uma melhor analise da proteina
construida sera necessario testa-la
contra soro de pacientes infectados com
S. mansoni utilizando a técnica de ELISA,
para testar sua eficacia na deteccéo
desta doenca. Novos primers estao
sendo sintetizados para continuidade dos
experimentos com este gene.
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