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A amebiase é uma doenca parasitaria causada pelo protozoario Entamoeba
histolytica. Estima-se que 400 milhGes de pessoas estejam infectadas, ocasionando
de 40 a 100 mil mortes por ano devido suas complica¢des, ficando atras apenas da
malaria por mortes causadas por doencas parasitarias. Pessoas
imunocomprometidas sado propensas a desenvolver a forma mais agressiva da
doenca. Dentre as proteinas responsaveis por sua patogenia, a Gal/GalNAc € uma
das mais imunogénicas. Nela esta localizado o dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD), regido que estimula maior resposta de anticorpos, fazendo com
que se obtenha resposta imune contra a doenca, sendo util no desenvolvimento de
vacinas ou testes diagnosticos. O objetivo deste trabalho foi gerar uma proteina
recombinante, expressando CRD do parasito fusionado ao baculovirus, um virus de
inseto ndo patogénico aos seres humanos, baseado na metodologia adaptada de
Luckow, et al (1993). A expressdao em baculovirus ocorreu pela fusdo do gene de
interesse ao gene da poliedrina, proteina do virus responsavel pelo fendtipo de
permanéncia no ambiente.

Palavras-Chave: Proteina recombinante. Amebiase. Baculovirus. Poliedro.
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1. INTRODUCAO

As parasitoses intestinais sdo os tipos de patdgenos mais frequentes nos
seres humanos, dividindo-se em helmintos e protozoarios. Dentre os helmintos, os
mais comumente encontrados sdo os nematelmintos Ascaris lumbricoides, Necator
americanus e Ancylostoma duodenale. Ja os protozoarios mais frequentes sdo a
Giardia lamblia e a Entamoeba histolytica, agente etiolégico da amebiase
(FERREIRA et al., 2000). Ha relatos da presenca da Entamoeba histolytica e suas
complicacBes em todo o mundo, entretanto, existe maior prevaléncia em paises com
baixa qualidade de saneamento basico e baixo nivel socioeconémico, acometendo
principalmente os trépicos (WHO, 2016).

A Entamoeba histolytica € um parasito que pertence ao supergrupo
Amoebozoa, da divisdo Entamoebida. O ciclo biolégico deste parasito pode se
apresentar de duas formas, a forma multiplicativa, que assegura sua perpetuagao no
ambiente e a forma invasiva, que é patogénica ao hospedeiro. A forma multiplicativa
inicia com a ingestdo da forma cistica através de agua ou alimentos contaminados
pelas fezes de individuos colonizados pela ameba, o desencistamento ocorre na
regido ileo terminal do hospedeiro, onde, de cada cisto, originam-se oito trofozoitos
uninucleados que se desenvolvem fagocitando bactérias e nutrientes do hospedeiro.
Ja no bolo fecal os trofozoitos arranjam-se na forma pré-cistica, onde se cerca por
um envoltério resistente e sdo eliminados pelas fezes como observado na figura
(REY, 2008) (Figura 1).

A forma invasiva do parasito ocorre quando os trofozoitos atravessam a
lamina propria do intestino invadindo a submucosa intestinal, formando ulceras onde
multiplicam-se ativamente, caracterizando uma grave colite, e podendo, através da
circulacdo porta-hepatica atingir principalmente o figado, com a formacdo de
abcessos hepaticos. Em menor escala, os parasitas podem causar lesbes também
nos pulmdes, rins, cérebro e pele (SILVA, 2005). A invasdo do parasito nos tecidos
se nao diagnosticado e tratado pode levar o individuo ao 6bito (GENOVA; TONELLI,
2016).



A\~ Estagio de infecgio
A\ Estagio de diagnéstico

- i
|
c oo : Cistos e wofozofias )
= Colonzaca0 nao mvast
s T nas fezes |
*Dosncas intesinais i
=Dosncas exvanessinas / \

Saida do
-éosaedeﬁ»o/

A

©

Figura 1: Ciclo biolégico do parasito Entamoeba histolytica. Os cistos e os trofozoitos séo
passados nas fezes ' . A infec¢cdo por Entamoeba histolytica ocorre por ingestdo de cistos
maduros © em alimentos, 4gua ou maos contaminadas fecalmente. O encistamento €»
ocorre no intestino delgado e os trofozoitos * sdo liberados e migram para o intestino
grosso. Estes se multiplicam por fissdo binaria e produzem cistos =, ambos 0s estagios sao
passados nas fezes ' . Fonte: Adaptado de Center for Disease Control and Prevention
(CDC).

Sobretudo, € de conhecimento que as pessoas imunocomprometidas,
mulheres gravidas, praticantes de ato sexual oro-anal e usuarios de corticoides sao
propensos a desenvolver a forma mais agressiva da amebiase intestinal,
aumentando as chances de curso fulminante da doenca que é caracterizada pela ma
absorcéo, perda de dois a trés litros de fezes aquosas, desnutricdo e desidratacéo
culminam na morte do paciente (MOTTA, 2002). A caréncia de vitamina C, o
aumento do colesterol e a dieta vegetariana, também demonstraram favorecer a

patogenicidade do parasito (REY, 2008).



Para a realizacdo diagnostica da infeccdo por amebiase, o método de
microscopia do material fecal para busca de cistos e/ou trofozoitos do parasito € o
mais utilizado, por possuir uma execucdo simples, barata e por ndo necessitar de
equipamentos e técnicas mais avancadas. Entretanto, esse € um método de baixa
sensibilidade podendo gerar falsos negativos, devido o parasito Entamoeba
histolytica possuir semelhanca a outros protozoarios ndo patogénicos como a
Entamoeba dispar e a Entamoeba coli, culminante a este fato, quando na forma
extra-intestinal o parasita pode ndo se apresentar nas fezes prejudicando o
diagndstico e tratamento do paciente e comprometendo o estado geral de sua saude
(TOME; TAVARES, 2007).

A forma diagndstica mais frequente nos dias atuais ainda é o encontro do
parasito em aspirados ou raspados obtidos por meio de endoscopia ou proctoscopia
e também por meio de aspirados de abscessos ou cortes do tecido ajudam no
diagndstico da doenca. A realizacdo de exames de sangue também é de grande
auxilio dosando anticorpos IgG contra proteinas de membrana do parasito
detectados no soro de pacientes (BRASIL, 2010).

Estima-se no mundo que 400 milhdes de pessoas estejam infectadas por
amebiase, possuindo em média de 40 a 100 mil mortes por ano devido a doenca,
tornando-se a segunda maior causa de morte por doencas parasitarias, perdendo
apenas para a malaria (SANTOS; SOARES, 2008).

A amebiase, como doenca parasitaria, € naturalmente uma doenca
categorizada entre as doencas negligenciadas com subnotificagdo. As doencas
negligenciadas, em sua maioria, incapacitam ou levam ao 6bito milhares de
pessoas, sendo uma das principais causas de morbimortalidade em todo o mundo.
Essa pode estar envolvida na dificuldade de realizacdo de testes parasitarios e
testes soroldgicos devido a dificuldade de manuseio de patdogenos em sua forma
infectiva, para que isso seja evitado, existe a demanda do isolamento de proteinas
especificas que podem ser produzidas em maior escala, essas sdo denominadas de
proteinas recombinantes (VALVERDE, 2013).

Dentre as proteinas que fazem parte do processo patogénico da Entamoeba
Histolytica, a Gal/GalNAc é uma das mais imunogénicas, sendo alvo de anticorpo no
soro de 95% dos pacientes com abscesso hepatico. Na subunidade pesada dessa
proteina esta localizado o dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) que

segundo CHEBOLU & DANIELL (2007) é a regido que gera uma maior resposta de
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anticorpos anti-aderéncia, fazendo com que se obtenha uma maior resposta
protetora contra os abscessos hepaticos amebianos (MENEZES-RUIZ et. al., 2015).

As proteinas recombinantes sao ferramentas Uteis na pesquisa e diagndéstico
de uma série de agravos de saude. Estas podem ser produzidas em diferentes
sistemas de expressdo como em bactérias, leveduras e virus. Dentre 0s expressos
utilizando o virus ha o sistema baculovirus de expressao (AIRENNE et al, 2010;
LIMA, 2004).

O baculovirus é um virus de ocorréncia natural e atua, principalmente, no
controle biologico de insetos-praga. A utilizagdo do baculovirus como sistema de
expressdo apresenta como vantagem sua facil manipulacdo, seguranca e possuir
baixo custo, além de ser uma forma de expressdo eucarionte, com producdo de
proteinas em grande quantidade e com a possibilidade de realizar as modificacdes
pés transducionais adequadas, além disso, este ndo € patogénico aos seres
humanos, desta forma, podem ser utilizados para a producdo de vacinas, testes
rapidos e também pode ser utilizado na terapia génica. Esse € envelopado em forma
de bastonetes constituido por fita dupla de DNA circular com tamanho variando entre
80 e 180 Kb, possuindo em sua volta um capsideo proteico (nucleocapsideo) que
define a parte infectiva denominada virion (RIBEIRO; PINEDO, 2001; BARROS,
2007).

Os baculovirus podem ou nao possuir os chamados corpos de oclusosdo que
dividem, morfologicamente, os virus em dois grupos: nucleopoliedrovirus (NPV) e
granulovirus (GV). O corpo de oclusdo dos NPVs é denominado de poliedro sendo
constituido, principalmente, pela poliedrina e dos GVs é chamado de forma
ovicilindrica tendo como responsavel pela sua formacéo a granulina (Summers et al,
1980). Cada poliedro dos NPVs pode possuir um ou Vvarios virions por corpo de
oclusdo e também podem apresentar apenas um nucleocapsideo ou mais, sendo
denominados de Single Nuclear Polydrosis Virus (SNPV) e Mutiple Nuclear
Polydrosis Virus (MNPV), respectivamente (BILIMORIA, 1991).

As principais diferencas entre os NPVs e 0s GVs sdo que esses se replicam
no nucleo da células infectada enquanto os GVs podem causar o rompimento
precoce da membrana e continuar sua replicagdo na mistura do citoplasma com o
ndacleo, além de serem ainda mais especificos com relacdo ao espectro de
hospedeiros, sendo entdo os NPVs responsaveis por infectar os diversos tecidos
dos hospedeiros (HAYAKAWA et al, 1999).



Dentre as espécies dos baculovirus NPVs possuisse a Anticarsia gemmatalis
multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV), utilizada no controle biologico, e a
Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) sendo este o
baculovirus mais estudado a nivel molecular e os vetores de expressdo sao
embasados nesse virus (O’'Reilly; Miller; Luckow, 1992; Moscardi, 1999).

A expressdo do baculovirus ocorre de forma mais simples pela troca do gene
da poliedrina por um gene heterélogo pelo comando do promotor da poliedrina.
Dentre os vetores disponibilizados de forma comercial existente, alguns sao capazes
de promover a fusdo do gene de interesse ao gene da poliedrina, proteina do virus
responsavel pelo fenétipo de permanéncia no ambiente, além de também possuirem
0 gene da poliedrina selvagem que proporciona uma purificacdo mais rapida e facil
das proteinas recombinantes (Rho et al, 2010).

Ha duas formas de criagdo dos vetores para a expressdo de proteinas
recombinantes, podendo ser feita por recombinacdo homéloga ou utilizando a
técnica de transposicdo. Na recombinacdo homoéloga o plasmideo de transferéncia,
o promotor e um sitio de clonagem é transfectado juntamente com o DNA do virus
na célula, em seguida, por recombinacdo homoéloga o gene original do virus é
substituido pelo de interesse que estd presente no plasmideo, formando-se o virus
recombinante que sera selecionado por plagueamento em células infectadas (Miller
et al, 1983, Castro et al, 1999).

Ja na técnica de transposicao, o gene de interesse é clonado no plasmideo
que posteriormente é inserido em uma bactéria que possui o genoma do baculovirus
(bacmideo) e outro plasmideo com o gene da transposase que efetua a transposicao
do gene em questdo para o0 genoma do baculovirus utilizado na transfec¢cdo em
células de inseto. Comercialmente, o sistema de expressao Bac-to-Bac® produzido
pela empresa Invitrogen € baseado em baculovirus que utilizam a técnica de
transposicdo e é largamente utilizado na expressdo génica. Com esse sistema, 0
pFastBac™ recombina com o bacmideo que esta presente nas células competentes
de Escherichia coli DH10Bac™ formando assim um bacmideo de expressdo que
sera transfectado em células de inseto para a formacéo de particulas de baculovirus
recombinante (Manual Bac-toBac® Baculovirus Expression System, Invitrogen,
2004) (Figura 2).
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Figura 2: Sistema Bac-to-Bac de expressdo. A figura apresenta a transformacédo de
bactérias DH10Bac, que contém o genoma do baculovirus AcCMNPV na forma de bacmideo,
com o plasmideo pFastBacl com o inserto de interesse (em vermelho) (1). Em seguida é
mostrado o evento de transposicao (2), que permite a insercdo do gene de interesse no
bacmideo e a selecdo por antibidticos, seguido pela extracdo do DNA do bacmideo (3) e
utilizacdo desse na transfeccdo de células de inseto (4). Os virus recombinantes obtidos
podem ser avaliados quanto ao seu titulo viral ou ainda utilizados para infectar novas células
e promover a producdo de proteinas recombinantes (5). Fonte: Adaptado de Manual Bac-

toBac® Baculovirus Expression System (Invitrogen), 2004.

Dessa forma, o objetivo desse projeto foi visar a expressdo do dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD) da proteina Gal/GalNAc do parasito
Entamoeba histolytica em células de inseto utilizando o sistema baculovirus de

expressao para obtencao da proteina recombinante.




2. METODOLOGIA

Este projeto foi desenvolvido em parceria com o laboratorio de virologia da
Universidade de Brasilia (UnB) liderado pelo Professor PhD Bergmann Morais
Ribeiro, sendo necessaria a utilizacdo de equipamentos fixos deste laboratorio,
Contamos ainda com financiamento pelo laboratorio de virologia e do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) de todo o valor e
materiais necessarios previstos para a sua elaboracéo.

Fez-se necessaria a mudanca da metodologia proposta inicialmente, onde ao
invés de realizar a extragdo do material genético do parasito direto de amostras
fecais, recebemos o auxilio do laboratério de virologia da UnB para realizar a
confeccdo do sequenciamento de interesse. Também foi realizado a alteracdo do
titulo do projeto de “Expressdo da proteina Gal/GalNac do parasito Entamoeba
histolytica utilizando o sistema Baculovirus de expressdo.” para “Expressao do
dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD) da proteina Gal/GalNac do
parasito Entamoeba histolytica utilizando células de inseto.” Foi necessaria esse
modificacdo devido aos estudos aprofundados na pesquisa ter-se tornado conhecido
que o CRD é a regido mais imunogénica da proteina Gal/GalNac, dessa forma,
tornou-se mais interessante a expressao dessa proteina.

O epitopo da proteina Gal/GalNac foi sintetizado pela empresa IDT
(Integrated DNA Technologies®) a partir de sequéncia adquirida no trabalho “The
Genome of the Protist Parasite Entamoeba Histolytica”, DOI:10.1038/nature03291
(LOFTUS et al, 2005) baseada no artigo cientifico de Dodson et. al., 1999, que
descreve o CRD como uma das regides mais imunogénicas do parasito, sendo
assim, utilizada a seguinte sequéncia de DNA com 330 pares de base:

5’'CCATGGGAGCATATTGTACATACGAAATAACAACAAGAGAATGTAAAACATGTTCATTAAC
TGAAACTAAAGAAAAAGTAGAAGAAATTGATTTGTGTGCAGAAGAGACTAAGAATGGAGGA
GTTCCATTCAAATGTAAGAATAACAATTGCATTATTGATCCTAACTTTGATTGTCAACCTATT
GAATGTAAGATTCAAGAGATTGTTATTACAGAAAAAGATGGAATAAAAACAACAACATGTAA
AGATACTGGAAAAACAACATGTGACACTAACAATAAGAGAATAGAAGATGCACGTAAAGCA
TTCATTGAAGGAAAGACCATGG-3'.

A metodologia seguida para a realizacdo deste trabalho foi adaptada de

Luckow, et al. (1993) e patenteada pela Invitrogen™ como Baculovirus Sistema de
Expressdo de Proteinas Heterologas Bac-to-Bac (Baculovirus Expression Vector
System Bac-to-Bac).

Com o auxilio do programa Geneious ©, produzido pela empresa Biomatters
Ltda., foram desenhados primers para amplificacdo do fragmento de interesse do
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epitopo previamente sintetizado. Nestes primers foram inseridas sequéncias
compativeis aos sitios de restricdo da enzima Ncol, que foi, posteriormente, utilizada
para purificacdo do fragmento de interesse.

A sequéncia obtida para o} primer forward foi 5'-
CCATGGGAGCATATTGTACA-3 e para 0  primer reverse foi 5'-
ACGGTCCTTCCCTCAACGTT-3'. Estas sequéncias foram enviadas, juntamente a
sequéncia do epitopo desejado, para sintese, que foi realizada pela empresa IDT.

Foi realizada a técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) para
amplificacdo do fragmento de interesse, utilizando a enzima GoTag® Long PCR
Master Mix, a sequéncia de DNA sintético e os primers anteriormente citados,
amplificando fragmentos de 330 pares de bases (pb), visualizados em gel de
agarose 0.8% ap0s eletroforese .

Apés eluicdo das bandas do gel de agarose contendo os fragmentos de
interesse utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE
HEALTHCARE), foi realizada ligacdo no plasmideo comercial pGEM® T-easy
(PROMEGA) seguindo as instrucdes do fabricante (Figura 3). Esta ligacédo teve o

intuito de multiplicagdo do material por clonagem em cultura de bactérias DH1003.

Ncol (€3)
CR

%
\ /6Ncol (387)

0le

PGEM CRD Gal/GalNac
3,347 bp

’30‘J

Figura 3: Mapa fisico do plasmideo pGEM® T-easy que contém o gene CRD da proteina
Gal/GalNac presente no parasito Entamoeba histolytical. Os sitios de restricdo para a
enzima Ncol e sua posicdo no mapa, além do gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina
estdo indicados na figura. Fonte: Elaborado pelas autoras com auxilio do programa

Geneious ©.
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Foi realizada purificagdo de DNA plasmidial das culturas bacterianas
utilizando o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (PROMEGA)
seguindo o protocolo determinado pela empresa. Desta purificacdo foi realizada
digestdo com a enzima Ncol em ambas as amostras para liberagdo do fragmento
correspondente ao gene de interesse. Foi realizada eletroforese em gel de agarose
1% para confirmacgéo e separagao dos fragmentos.

Os fragmentos digeridos foram eluidos do gel, utilizando o kit GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (GE HEALTHCARE) e ligados pela enzima T4 DNA
ligase (PROMEGA) a uma variacdo plasmideo PfastBacl, da mesma empresa,
gerando um novo plasmideo, onde o gene de interesse do parasito é fusionado a
poliedrina (Figura 4). Esse plasmideo foi transfectado por eletroporacdo na bactéria
DH10R. Apos a transfeccéo foi realizada cultura em meio LB sélido acrescido dos
antibioticos gentamicina e ampicilina. E foi confirmado por PCR utilizando o primer
forward 5’-CCATGGGAGCATATTGTACA-3’ e o} primer reverse 5'-
CCTCTACAAATGTGGTATGGC-3' (Figura 4).

CRD GaliGalGalMNAc—8
5 7 PFB1-GxHis-AcPH 2 CRD GaliGaliAc ori correta
¥ 5817 hin

817 bp

CAUDA DE HISTIDINA — =

Figura 4: Mapa fisico do plasmideo pFASTbac que contém o gene da poliedrina de
AcMNPV. Na figura é possivel identificar o gene de resisténcia a Ampicilina (Amp), gene de
resisténcia a Gentamicina (Gm), regides de transposicdo Tn7L e Tn7R, cauda de histidina,
promotores, origem de replicacdo pUC, origem de replicacdo f1 e inclusdo do inserto

recombinante. Fonte: Elaborado pelas autoras com o programa Geneious ©.
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A colbnia bacteriana contendo o plasmideo confirmado foi amplificada em
meio LB liquido contendo os antibiéticos gentamicina e ampicilina e dessa cultura foi
realizada a purificacdo do DNA plasmidial por meio do kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (PROMEGA) seguindo as recomendacbes do
fabricante.

Esses plasmideos foram transformados em células DH10BAC, que contém o
genoma do Baculovirus ACMNPV recombinante mantido como um cromossomo
artificial e um plasmideo helper contendo o transposon Tn7, derivado de um
bacteriéfago, que uniu as regides entre os sitios de transposi¢cdo Tn7 do plasmideo
de transferéncia pFAST ao genoma do Baculovirus ACMNPV recombinante por
transposicdo direcionada. A regido de transposicdo dentro do genoma viral
encontra-se interna ao gene LacZ, um componente do complexo proteico Beta
Galactosidase encontrado em bactérias, que permite a selecdo por inspecao visual
da cor de colénias, sendo que, as colénias onde o gene se mantém intacto
apresentam cor azul e as colénias onde o gene € interrompido pela transposicao
apresentam cor branca.

As colonias brancas foram coletadas e inoculadas em meio LB com os
antibiéticos Gentamicina, Kanamicina e Tetraciclina. Dessa cultura foi realizado PCR
para confirmacdo da transposicdo do inserto no genoma do bacmideo e sua
orientacdo. Para confirmar a insercao foram utilizados os primers M13F 5-
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3 e M1I3R 5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3,
sequencias recomentadas pelo manual da empresa, gerando um
fragmento esperado de aproximadamente 3.460 pb. Para confirmacéo da presenca
do gene de interesse, utilizamos os primers M13F e CRD R, descritos acima,
amplificando um fragmento de 2.023 pb.

A amostra confirmada por PCR foi inoculada novamente em meio de cultura,
e o genoma do baculovirus fusionado ao inserto CRD foi purificada por solventes
organicos e envoltos em lipossomos artificiais (Cellfectin I, INVITROGEN), seguindo
instrugbes do fabricante, e transfectada em cultura de células de inseto da ordem
Lepidoptera, Trichoplusia ni (Tn5B) (Granados et al., 1994). As células transfectadas
foram acompanhadas por 72 horas, mantidas em estufa a 27°C. Em seguida, o
sobrenadante contendo particulas infectivas do virus recombinante foi coletado e

centrifugado por 5 minutos a 5000 rpm para separa-lo dos restos celulares. O
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sobrenadante foi coletado e novas culturas de células Tn5B foram infectadas para
amplificar o titulo viral, gerando indculo suficiente a ser utilizado na producédo da
proteina de interesse pela infeccédo de lotes maiores de células Tn5B.

Apoés 72 horas a infec¢do as células foram coletadas por centrifugacao (5000
rom por 5 minutos) e foram submetidas a purificagéo, utilizando Triton 5%, SDS
0,25% e NaCl 0.5M diluidos em PBS. Das proteinas purificadas, foi realizada a
visualizacdo no Microscopio Eletrénico de Varredura da marca JEOL. Para confirmar
a expressao das proteinas de interesse, estes lisados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) e o conteudo deste foi
transferido a uma membrana de nitrocelulose para a realizacdo da técnica de
Western blot, utilizando um anticorpo comercial Anti-histidinas (anti-his) produzido
em camundongos (THERMO FISCHER) diluido 10.000 vezes em PBS. Como
anticorpo secundario utilizamos o produto comercial anti-mouse (THERMO
FISCHER), utilizando uma diluigdo de 10.000 vezes.

O plasmideo pFASTbac possui como marcador multiplos aminoacidos
histidina, um tag denominado popularmente como uma “cauda de histidina”,
localizado entre o promotor da poliedrina e a regido codante do gene de interesse.
Sendo assim, o anticorpo anti-his é eficiente para deteccdo de proteinas
recombinantes quando esse sistema de expresséao € utilizado, sendo observado nos

resultados a proteina recombinante com o tamanho de 42 kDa.
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4. RESULTADOS

O primeiro resultado apresentado pelo projeto foi a amplificacdo do genoma
sintético previamente descrito, realizado por reacdo de PCR. Logo apés esta reacao
terminada, foi realizada eletroforese utilizando gel de agarose 0.8% demonstrando

um fragmento no tamanho aproximado de 330 pb como o esperado (Figura 5).

©®
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1.000 pb
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500 pb

Figura 5: Amplificacdo por PCR do genoma sintético do epitopo desejado. Gel de agarose
0.8% mostrando o fragmento de 330 pb referente a amplificagdo do inserto CRD da E.

histolytca, onde M é o marcador de peso molecular.

O inserto adquirido no primeiro resultado foi submetido a clonagem no
plasmideo comercial pPGEM® T-easy para a amplificacdo do inserto de interesse em
bactérias e submetido a eletroforese (figura 6A). Depois da amplificacdo pelas
bactérias, o plasmideo passou por digestdo com a enzima Ncol. Esta digestao foi
submetida a eletroforese para a obtencdo do inserto purificado (figura 6B), sendo

observada a presenca de duas bandas neste gel (figura 6).
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<330 pb

Figura 6: Confirmacéo da clonagem e digestao do inserto CRD ao plasmideo pGEM T-easy.
A figura 6A contém um gel de agarose 0.8% mostrando o fragmento de 3.347 pb referente a
ligagdo do pGEM T-Easy ao CRD e a figura 6B contém um gel de agarose 1.0% mostrando
sua digestdo com a presenca de duas bandas, uma de 3.017 pb referente ao plasmideo e a
segunda de 330 pb referente ao inserto CRD. Em ambos o0s géis o po¢o M é referente ao

marcador de peso molecular.

A clonagem realizada no plasmideo pFASTbac foi confirmada por reagédo de
PCR utilizando um primer pareando-se a CRD e outro pareando-se a uma
sequéncia original do plasmideo, confirmando ndo sé a presenca do inserto como

sua orientagéo (Figura 7).
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Figura 7: Confirmacdo da ligacdo do inserto ao pFASTbac. Gel de agarose 0.8%
demonstrando o fragmento amplificado na altura esperada de 1.173 pb, onde o pogo M é

referente ao marcador de peso molecular.

Além da confirmacédo cromogénica gerada pela interrupcdo do gene LacZ,
gerando colbnias bacterianas nas cores azul e branca e resisténcia antibittica, como
descrito acima, para a confirmacao do bacmideo recombinante, foi realizada reacao
de PCR utilizando os primers de sequéncia M13, que por estarem antes das regides
de transposicdo do bacmideo, sdo eficientes para a verificacdo de que
houve transposicdo, outra reacdo de PCR foi realizada utilizando um dos primers
M13 e outro que se anela em CRD, demonstrando a presenca do gene nesta

colénia. (Figura 8)

« ~2.023 pb

<~ 300pb

Figura 8: Confirmacdo do Bacmideo. Gel de agarose 1.0% demonstrando que no po¢co M
esta contido o marcador de peso molecular; o po¢o 2 foi realizado a partir de uma col6nia
bacteriana branca utilizando os primers M13 indicados pelo fabricante, liberando fragmento
de aproximadamente 3.460 pb; ja 0 poco 3 contém o controle negativo realizado a partir de
uma colonia bacteriana azul utilizando os primers M13 indicados pelo fabricante, liberando
fragmento de aproximadamente 300 pb e o poco 4 foi realizado a partir da mesma colénia
branca utilizando um primer M13 e outro anelando-se ao inserto, liberando fragmento de
2.023 pb.

Os virus confirmados e purificados (VACCRDPolh) foram transfectados em
células Tn5B e acompanhados por 72 horas, demonstrando a evolucéo da infeccao
pelo virus, os efeitos citopaticos causados por estes e a producdo das proteinas de

interesse (Figura 9).
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Figura 9: Transfecgcdo dos virus VACCRDPolh em cultura de células Tn5B em escala de
1:100. A — ApGs 24 horas de infecgao com o virus ACMNPV; B — Apds 48 horas de infeccéo
com o virus AcCMNPV; C — Apoés 72 horas de infeccdo com o virus ACMNPV; D — Apés 24
horas de infeccdo com o virus VACCRDPolh; E — ApoOs 48 horas de infeccdo com o virus
VACCRDPolh; F — Ap6s 72 horas de infec¢do com o virus VACCRDPolh.

Para uma melhor visualizacdo observa-se a figura 10 que demonstra a
evolucao da infeccdo pelo virus nas células, assim como a figura 9, entretanto em
uma menor escala para melhor estudo das mudancas causadas nas células

transfectadas.

Figura 10: Transfeccdo dos virus VACCRDPolh em cultura de células Tn5B em escala de
1:20. A — ApoOs 24 horas de infecgdo com o virus AcCMNPV; B — Ap0s 48 horas de infeccdo
com o virus AcCMNPV; C — Apos 72 horas de infecgdo com o virus AcCMNPV; D — Apés 24
horas de infeccdo com o virus VACCRDPolh; E — Ap6s 48 horas de infeccdo com o virus
VACCRDPolh; F — Apés 72 horas de infeccdo com o virus vVACCRDPolh.
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Para confirmar a pureza da proteina purificada, foi realizada a técnica de
Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) (Figura 11).
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& X o
d‘ \‘0\ &°\¢' ‘Q
8) & & QO
M v ¢ ¢ &
225kDa —»
150 kDa —
100 kDa —
75kDa —
50kDa >
35kDa — <42 kDa
<« 29kDa

Figura 11: (SDS-PAGE) das proteinas purificadas. M — marcador de peso molecular; MOCK
- extrato de células Tn5B nédo infectadas com nenhum virus sem processamento prévio;
Controle negativo - extrato de células Tn5B ndo infectadas com nenhum virus que passaram
pelo mesmo processo de purificagdo descrito na metodologia deste trabalho; Controle
positivo: purificagdo de AcCMNPV selvagem; CRD + POLH - purificacdo da proteina
recombinante

Da purificacdo de proteinas foi realizada a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) para analise da forma da proteina, confirmando a producgéo
de poliedros pelo baculovirus AcCMNPV e de uma massa proteica pelo
virus VACCRDPolh (Figura 12).

Figura 12: Imagens geradas por Microscopia Eletronica de Varredura das proteinas
purificadas. 1) Proteina poliedrina purificada de cultura de células Tn5B, infectadas com o
virus AcMNPV; 2) Proteina poliedrina purificada de cultura de células Tn5B, infectadas com
o0 virus VACCRDPolh.
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Foi realizada a técnica de Western blot utilizando o anticorpo anti-his como
controle negativo, cultura de células Tn5B nédo infectadas com nenhum virus e
proteinas purificadas do Baculovirus AcCMNPV selvagem, como controle positivo
proteinas purificadas do Baculovirus AcMNPV fusionado a cauda de histidina
demonstrando o tamanho esperado de 29 kDa e, por fim, a proteina recombinante,

com o tamanho de 42 kDa (Figura 13).
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Figura 13: Western blot demonstrando a presenca da proteina recombinante. M — marcador
de peso molecular; 1- MOCK: extrato de células Tn5B nao infectadas com nenhum virus
sem processamento prévio; 2 - Controle negativo: extrato de células Tn5B infectadas com
AcCMNPV selvagem; 3 - Controle positivo: purificacdo de AcCMNPV com HIS Tag; 4 - CRD +
POLH: purificacdo da proteina recombinante.
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5. DISCUSSAO

Os parasitos humanos sédo de grande relevancia dentro da saude publica em
funcdo do preconceito existente com o exame parasitolégico de fezes que aumenta
o risco de complicacdes geradas por uma infeccao cronica por falta de diagndstico.
A partir desse parametro e a fim de acelerar o diagnostico em imunocomprometidos,
produziu-se a proteina recombinante do parasito Entamoeba histolytica com o intuito
de promover diagndsticos mais precisos em um curto periodo por meio de testes
rapidos e confeccionar profilaxia a partir da producéo de vacinas (BRASIL, 2001).

Para que o parasito apresente seu ciclo patogénico é necesséaria a expressao
do CRD presente na proteina transmembrana de adeséo, a galactose/N-acetil-D-
galactosamina (Gal/GalNac), que se liga a glicoproteinas ou glicolipideos atuando no
processo de aderéncia e infeccao tecidual. A inibicdo da proteina Gal/GalNac é
capaz de inibir a morte das células do hospedeiro (DODSON et. al., 1999). Esta
proteina também é de grande importancia no processo de patogénese do parasito,
uma vez que, ao se aderir as células teciduais do individuo hospedeiro, desencadeia
uma cascata de processos inflamatérios que estimulam a producdo de anticorpos,
especialmente, 1gG e IgA. Sendo assim, o CRD é um dos principais alvos para uma
vacina efetiva contra a amebiase (MENEZES-RUIZ et. al., 2015).

A literatura aponta que a proteina Gal/GalNac, utilizada como agente vacinal,
€ capaz de proteger murinos do abcesso hepatico, entretanto, existem evidéncias de
aumento significante no tamanho dos abcessos das cobaias n&o imunizadas,
sugerindo que a resposta imune a lectina pode agravar a doenca (LOTTER,;
TANNICH, 2006). Imunizaces de murinos utilizando o epitopo da proteina
recombinante da Gal/GalNac demonstraram que o aumento na leséo tecidual esta
correlacionado a anticorpos que possuem afinidade ao dominio amino-terminal da
proteina, ja os epitopos ricos em cisteina, que se localizam mais préximos a regido
carboxi-terminal séo correlacionados a protecéo da patologia (LOTTER et al., 1997).

Uma possivel explicacdo para isso pode ser o fato desta proteina ser uma
importante molécula antigénica de Padrdo Molecular Associado ao Patdégeno
(PAMPSs), reconhecidas pelos Toll-like Receptors (TLRs) das células epiteliais do
hospedeiro, esse reconhecimento leva a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e
fatores soluveis, como as IL-1, IL-6, IL-8, o fator de necrose tumoral alfa e o fator
estimulador de granulocitos e macrofagos. Essas citocinas recrutam neutréfilos e

monaocitos, 0s leucécitos recrutados sao lisados pelo trofozoito, liberando
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quimiocinas que estdo presentes nos granulos citoplasméticos, gerando danos
teciduais e necrose (SANTOS; SOARES, 2008).

Tornando-se, por estes motivos, a proteina de interesse deste estudo, foram
utilizados os baculovirus que, apesar de serem virus de insetos, sdo de grande
utilidade em pesquisas voltadas para seres humanos por apresentarem risco quase
inexistente para a saude. Isso se da pela incapacidade dos mesmos de se
replicarem em células de mamiferos, gerando um vetor de facil manuseio, grande
especificidade e possibilitando a obtencdo de altas titulacbes do produto de
interesse (BARROS, 2007).

Em virtude de o baculovirus ser capaz de carrear uma grande quantidade de
material genético ndo préprio, constituindo uma elevada quantidade de proteinas
gue sdo expressas sob fatores promotores, € possivel substituir os genes que
codificam as proteinas ndo essenciais do virus por genes que possuem a
capacidade de codificar proteinas recombinantes de interesse e, por consequéncia,
utilizar essa proteina antigénica para a producdo de vacinas e testes rapidos
(ARANTES, 2007).

Dodson et al (1999) realizou a identificagdo do CRD na sub-unidade pesada
da lectina Gal/GalNac, sendo uma sequéncia de 104 aminoacidos com o propésito
de estudar como funcionaria uma resposta imune contra ele, evitando assim a sua
adesdao. Eles obtiveram sucesso em seu estudo tendo como resultado a confirmacao
de que uma resposta ao anticorpo inibitério de adeséo contra este dominio confere
protecdo contra abscessos hepéaticos amebianos em um modelo animal. Neste
trabalho foi observado que houve a amplificacdo de um fragmento de 330 pb,
tamanho esperado quando comparado aos 104 aminoacidos descritos pela literatura
acrescidos das sequéncias da enzima de restricdo Ncol adicionadas sinteticamente
para possibilitar a purificacao.

De acordo com o manual bac-to-bac é importante que a obtencdo do
bacmideo em DH10Bac ndo esteja contaminada com bactérias que obtiveram
sucesso na transposicdo do gene recombinante, pois iSso poderia afetar na
obtencdo da maxima expressdo das proteinas de interesse. O uso da técnica de
PCR utilizando primers M13 garante alta sensibilidade e a identificacdo de néo
recombinantes que poderiam estar contaminando a colénia escolhida. Como

observado, neste trabalho ndo obtivemos a banda no tamanho de 300pb, como
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demonstrado no controle negativo, indicando pureza na construgdo do
recombinante.

A purificacdo de CRD realizada por Dodson et al. (1999) gerou uma proteina
no tamanho aproximado de 15 kDa marcadas pelo anticorpo anti-his na técnica de
Western blot, valor que € aproximado ao obtido neste trabalho, uma vez que este
epitopo esta fusionado a poliedrina, proteina formadora de cristal do baculovirus, e
esta apresenta o0 peso molecular de 29 kDa, gerando uma diferenca de
aproximadamente 13 kDa. Bandas nado especificas de alto peso molecular foram
identificadas na amostra contendo o virus selvagem (controle positivo), estas
marcaram de forma semelhante a rastros que traduzem a ma resolucdo dos
fragmentos, enquanto as bandas de interesse marcaram de forma mais intensa e,
portanto, mais especifica que as demais. A técnica de SDS-PAGE desnatura e
separa complexos proteicos, portanto, € possivel que esta proteina ndo tenha sido
completamente desnaturada.

Outro estudo utilizou o sistema Baculovirus de expressao para a formacéo de
um baculovirus recombinante realizando a expressédo da lectina Gal a fim de conferir
protecdo contra o abscesso hepético em hamsters apds o uso de imunizacdo oral ou
nasal. Ao final da pesquisa observou-se que a imuniza¢cdo por mucosa oral possui
maior eficacia quando comparada a nasal, conferindo alguma protecédo a 78,9% dos
animais testados. Com esses resultados € viavel sugerir que a partir da expressao
de antigenos por meio do Baculovirus, € possivel induzir uma protecédo celular ou
humoral contra invasbes amebianas por meio de vacinas com administracdo pela
mucosa (MENESES-RUIZ, et al, 2011).

Dessa forma, € notdria a importancia do uso das proteinas recombinantes
para testes antigénicos, producdo de vacinas e confeccdo de anticorpos
monoclonais. Os testes antigénicos séo realizados a partir da producdo da proteina
recombinante de interesse e essa é utilizada em testes que utilizou a proteina NS1
recombinante como insumo para kit diagnéstico rapido para dengue (OLIVEIRA et
al, 2013). E também foi utilizado na pesquisa de MELO (2014) onde a producao
dessas proteinas recombinantes foram testadas e avaliadas como antigenos em
teste intradérmicos em animais para diagnostico de tuberculose bovina, mostrando
gue o uso das proteinas recombinantes é vasto, sendo utilizado tanto no campo dos

seres humanos como também em demais seres vivos.
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Outra forma de uso das proteinas recombinantes € pela confeccdo de
anticorpos monoclonais, ou seja, especifico para uma Unica regido do epitopo.
Esses anticorpos constituem-se em uma importante ferramenta para a realizacéo de
diagnésticos laboratoriais e com os avancgos biotecnolégicos também estdo sendo
utilizados com sucesso na terapia de diversas doengas, sendo aplicados em
tratamentos de diferentes tipos de canceres e também na terapia para asma
(FIOCRUZ, 2014).

Com relacdo a producdo de vacinas a partir de proteinas recombinantes
temos como exemplo a vacina do Papiloma Virus (HPV) e da Hepatite B, onde foram
utiizadas a proteina capsideo L1 e o antigeno de superficie HbsAg,
respectivamente. Ambas as vacinas sao oferecidas e fazem parte do calendario de
vacinacéo do Sistema Unico de Satde (SUS) no Brasil (NADAL; MANZIONE, 2006;
BRASIL 2014).

A utilizacdo dessas vacinas recombinantes é devido ao avanco da
biotecnologia onde é possivel a producdo em larga escala com uma maior eficacia e
seguranca, conferindo imunizacdo tanto aos humanos como aos animais. Esse
avanco traz a perspectiva de que, em um futuro proximo, seré possivel utilizar essas
vacinas para controle de diversas doencgas infecciosas e/ou degenerativas que até
hoje ainda ndo possuem um sistema de prevencao disponivel (DINIZ; FERREIRA,
2010).

A ministracdo de vacinas contra a amebiase além de conferir imunidade a
todos aqueles individuos saudaveis como forma de prevencédo, também auxiliaria na
prevencado e melhora na qualidade de vida dos individuos que sédo mais propensos a
essa parasitose ou possuem um sistema imunolégico prejudicado, como o0s
imunocomprometidos, pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA — em inglés: acquired immunodeficiency syndrome - AIDS) e transplantados.
Esses pacientes quando infectados, geralmente, evoluem para a forma mais
agressiva da doenga, possuindo maior risco de ir ao Obito (HUNG et al, 1999;
MOTTA, 2002).

Tendo em vista que ha estudos avancados na producdo de uma vacina contra
a esquistossomose, doenca causada pelo helminto Schistosoma mansoni
responsavel por 7.755 6bitos apenas no Brasil entre os anos de 2000 a 2014, seria
de grande relevancia a producdo de uma vacina também para protozoarios
(BRASIL, 2016; SANTOS; SOARES, 2008).
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Em razdo da gravidade que o parasito pode apresentar ao homem, é de
extrema importancia o aprofundamento do estudo e da pesquisa para desenvolver
melhores métodos de diagndstico, formular estratégias para um maior controle do
parasito e criar uma vacina como método profilatico, uma vez que a falta de estudos
nessa area promove dados de incidéncia e prevaléncia inconclusivos e néo
confiaveis (CIMERMAN; CIMERMAN, 2003).

24



7. CONCLUSOES E PERSPECTIVA

Tendo como base o objetivo desse trabalho podemos concluir que obtivemos
sucesso na expressao da proteina recombinante do parasito Entamoeba histolytica a
partir do dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD) da proteina Gal/GalNAc
presente no mesmo.

Sabendo-se da gravidade e da quantidade de casos existentes da amebiase,
torna-se claro a necessidade do desenvolvimento de estratégias que propiciem a
criacdo de uma vacina para protozoarios e de um diagndstico rapido e preciso. Este
trabalho buscou uma alternativa na expressdo de uma proteina recombinante a
partir de um antigeno do parasito capaz de desenvolver resposta imunogénica
fusionada ao Baculovirus.

A partir das respostas positivas obtidos neste trabalho e em trabalhos
semelhantes ficam abertas a comunidade académica as possibilidades de
perspectiva para:

e Producdo de um teste rapido para o parasito Entamoeba histolytica por

meio de Elisa;

e Testar sua imunogenicidade para posterior fabricacdo de vacinas;

¢ Realizar testes em camundongos.
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