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1. INTRODUGAO

A toxocariase € uma doencga negligenciada com distribuicdo cosmopolita e
subdiagnosticada em paises com o clima tropical, como o Brasil. Pelo seu carater
de subdiagnosticagdo, sua incidéncia, bem como seu impacto econémico e na
saude, nao foi elucidada apropriadamente (MOREIRA et al., 2014).

Os parasitas responsaveis pela toxocariase s&o Toxocara canis (mais
prevalente) e Toxocara cati (menos frequente). Humanos sao hospedeiros
acidentais através do contato de fezes contaminadas com ovos dos parasitas
(CDC, 2013).

Ha diversas classificagdes clinicas de toxocariase, baseadas onde ocorre a
fixacdo da larva: classica e incompleta sindrome da larva migrans visceral,
toxocariase ocular; toxocariase neurologica; toxocariase oculta; e toxocariase
assintomatica (BORECKA; KLAPEC, 2015).

O diagnostico da toxocariase € um dos principais limitantes ao combate da
doenga, seja pelo tempo (em torno de 60 dias) de produgao de antigenos, pelo
custo alto da técnica atualmente empregada, pela baixa especificidade ou pela
necessidade de adsorgdo prévia dos soros com antigenos de Ascaris suum
(MOREIRA et al., 2014).

Uma alternativa de baixo custo e pouco tempo de preparo, viavel ao cenario
brasileiro, seria o imunodiagnéstico por ELISA com o uso de proteinas
recombinantes. Estudos de bioinformatica indicam que dois grupos de proteinas
imunodominantes se sobressaem em funcdo de sensibilidade e especificidade
para diagnostico de T. canis: antigeno de excregao e secregao de T. canis (TES)
e lectinas tipo C (ou Tc-CTL) (ANDERSON et al., 2015; ZHAN et al., 2015).

Contudo, resultados de estudos anteriores ndo obtiveram sensibilidade
adequada para diagnostico, apresentando baixas sensibilidades, variando de
22.5% a 50%, dependendo da proteina utilizada (TES-30 e TES-120 expressas
em vetor de expressdo pAE), e 95% de especificidade (PEPE, 2014; TELMO;
CONCEICAOQ; SCAINI, 2013; ZAHABIUN et al., 2015). A baixa sensibilidade pode
ter ocorrido devido a insolubilidade da amostra: nos estudos, as proteinas
recombinantes se demonstraram na forma de corpos de inclusdo apds a lise da
célula bacteriana. Para obtencdo de proteinas soluveis foi adicionado ureia,
potencial agente desnaturante, o qual pode influenciar no rearranjo da estrutura
terciaria da proteina e obtencdo da mesma proteina em concentragao
semelhante.

A utilizagdo de um outro vetor de expressdao como o pET pode auxiliar na
questdao de solubilidade devido a possibilidade de controlar a multiplicacao
bacteriana. Seu menor numero de copias em comparacdo ao pAE, aliado a um
forte promotor T7, possibilita uma alta expressao da proteina recombinante
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desejada sem sobrecarregar o sistema com varias copias de plasmideos,
evitando, desta forma, erros aleatorios (RAMOS et al., 2004).

Desta forma, o presente projeto pretende abordar a problematica apresentada
acima, explorando a variavel de insolubilidade, afim de produzir proteinas soluveis
para serem utilizadas em ELISA indireto.

2. METODOLOGIA

Genes sintéticos TES-30 e TES-120 foram inseridos no vetor pET, através da
técnica de subclonagem utilizando a PCR. Para a insergdo dos genes sintéticos
no vetor, foi utilizado a digestdo do vetor através das enzimas de restricado BamHl|
e Hindlll, adigdo do produto da PCR contendo os genes sintéticos e adicionando a
enzima DNA Ligase para obteng¢ao do vetor com o gene sintético.

A transformagao foi realizada utilizando Escherichia coli BL21 (DE3) Star
por choque térmico (SAMBROOK; GREEN, 2012) e a expressao em caldo LB
com 100 pug/ml de canamicina em agitador orbital (180 rpm e 37°C), C), até atingir
uma DOeg entre 0,6 e 0,8. A inducido da expressao foi realizada com isopropil-3-
Dtiogalactopiranosideo (IPTG) 0,5 mM e o cultivo incubado em agitador orbital a
180 rpm a 37°C por 3h. Apos centrifugacéo, pellets de aliquotas de 1 ml foram
usados para eletroforese em gel de poliacrilamida com dudecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) a 12% para verificagcdo da expressdo. E. coli BL21 (DE3) Star
transformada com o vetor pET e transformadas com pET/TES-30 e pET/TES-120
nao induzida foram usados como controle negativo da expresséo. Apos verificar a
expressao da proteina recombinante, um clone foi cultivado em 10 mL.

A lise da célula bacteriana, para liberagdo da proteina recombinante, foi
realizada de forma enzimatica e mecanica. Na forma enzimatica, os pellets
celulares foram suspendidos em 20 mL de tampdo Akta Wash (0,234% de
NaH2PO4, 2,92% de NaCl e 0,068% de Imidazol) com 100 ug/mL de lisozima e
incubados por 2h a 37 °C. Na forma mecanica, o produto anterior foi submetido a
rompimentos por ondas de ultrassom (sonicagéo) em sete ciclos de 20 segundos
a 60Hz.

Para verificacdo da solubilidade, um SDS-PAGE foi realizado com o
sobrenadante da lise. Os corpos de inclusdo foram lavados trés vezes com PBS e
tratados com Akta Wash contendo 8M de uréia sob agitagdo por 48 h a 4°C,
visando a solubilizagdo da proteina (caso seja expressa em corpos de inclus&o).
A caracterizacao final da proteina recombinante foi realizada por SDS-PAGE e
Western Blot (WB).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Da subclonagem com PCR, foram escolhidos um total de 8 clones, sendo 4
destes recombinantes de TES-30 e 4 recombinantes de TES-120. Todos os
clones foram expressos conforme descrito na metodologia.

A caracterizagao da proteina recombinante através de SDS-PAGE nao foi
conclusiva para nenhum dos clones obtidos, devido a presenca de bandas
semelhantes ao dos TES-30 (21 kDa) e TES-120 (40 kDa) nos controles
negativos (E. coli Star e pET/TES-30 e pET/TES-120 nao-induzidos). Entretanto,
com a especificidade da técnica de WB, pbde-se confirmar a expressdo das
proteinas recombinantes em 5 dos clones.
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Dos recombinantes de TES-120 (rTES120), apenas um dos clones foi
revelado pelo WB, sendo esse expresso no sobrenadante da lise. A respeito dos
recombinantes de TES-30 (rTES30), houve expressdao de 2 clones no
sobrenadante da lise e 3 clones em forma de corpos de inclusdo. Os dois clones
rTES30 expressos no sobrenadante da lise também foram detectados em corpos
de incluséao.

A expressao de proteinas recombinantes em ambas as formas, insoluveis
(corpos de inclusdo) e soluveis (sobrenadante da lise), evidencia a necessidade
de reducdo do metabolismo bacteriano, afim de obter mais proteina expressa na
forma soluvel evitando a necessidade de um agente desnaturante (GOPAL;
KUMAR, 2013; ROSANO; CECCARELLI, 2014; SOCKOLOSKY; SZOKA, 2013).

Uma outra alternativa para modificar a solubilidade da proteina
recombinante poderia ser a introdu¢ao de caudas de solubilidade, como uma
cauda SUMO. Contudo, a adicdo de uma cauda de solubilidade pode influenciar
no custo de producéo, principalmente se for necessario a retirada da cauda; seja
por conformidade da proteina final ou remog¢ao da cauda para fins de vacinagao
(GOPAL; KUMAR, 2013; ROSANO; CECCARELLI, 2014; SOCKOLOSKY;
SZOKA, 2013).

Por fim, a inducdo prolongada em temperaturas reduzidas e redugao da
concentracdo de IPTG pode melhorar a solubilidade das proteinas obtidas em
pET, sem a desvantagem de atribuir custo a técnica de expressao (GOPAL,;
KUMAR, 2013). Todavia, deve-se atentar a temperatura reduzida, ja que a E. coli
deixa de produzir importantes chaperonas, essenciais no refolding de proteinas
recombinantes, nos seus limites minimos e maximos de crescimento (STROCCHI
et al., 2006).

4. CONCLUSOES

A partir do presente estudo, pdde-se verificar a obtencdo das proteinas
recombinantes no sobrenadante de lise (TES-30 e TES-120), anteriormente
expressas em pAE em forma de corpos de inclusdo. Evidenciando assim, o vetor
pET, como uma ferramenta alternativa viavel para explorar a questdo de
solubilidade em proteinas recombinantes.

Contudo, a baixa expressido de rTES-120 soluvel, evidencia a necessidade
de uma modificagdo viavel na sua produgao. Desta forma, a indugdo prolongada
em temperatura reduzida norteia a proxima etapa para a obtencdo de numeros
mais expressivos de proteina recombinante obtidos dos sobrenadantes de lise.
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