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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por trematddeos do género Schistosoma,
cuja ocorréncia varia de acordo com a localizacdo geografica em todo o mundo. Aqui, na
América Latina, relatada-se apenas o Schistosoma mansoni. Estima-se que a esquistossomose
afeta 240 milhdes de pessoas e representa uma ameaca para mais de 700 milhdes de pessoas
que vivem em area de risco. Assim, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS),
a esquistossomose ocupa o segundo lugar na lista das doencas parasitarias que mais afetam o
homem, sendo uma das parasitoses mais difundidas no mundo. O Praziquantel € o (nico
farmaco disponivel e além de ser a opcdo no tratamento da esquistossomose, também é
recomendado no tratamento preventivo. No entanto, embora seja seguro e eficaz contra todas
as especies de Schistosoma, 0 uso excessivo em areas endémicas pode estimular o surgimento
de resisténcia. Neste contexto, torna-se evidente a necessidade de buscar e desenvolver novos
agentes e alternativas terapéuticas para o tratamento da esquistossomose. O objetivo deste
trabalho foi obter catepsinas D heterdlogas de S. mansoni em sistemas de baculovirus
recombinantes e culturas de células de inseto Sf9 e células de mamifero da linhagem celular
HEK 293, com o possivel potencial para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
As células de inseto Spodoptera frugiperda da linhagem celular Sf9 foram infectadas com o
baculovirus geneticamente modificado para a expressao da catepsina SmCD3. Ja na HEK 293
foram expressas duas formas da catepsina SmCD1.: longa e curta. Apds a padronizacao das
concentragfes dos anticorpos monoclonais e analise por eletroforese sob condicbes de
desnaturacdo (SDS-PAGE) foram observadas, a partir dos sobrenadantes de suspensdes de
células infectadas, bandas de proteina correspondentes a massa molar do controle positivo
obtido por inducdo em E.coli, sugerindo que a enzima SmCD1 havia sido expressa. As
proteases foram purificadas por IMAC e as purificagdes geraram resultados distintos. Na
purificacdo da SmCD3 as fracGes ndo apresentaram bandas que pudesssem ser relacionadas
com a presenca da proteina. E, enquanto a purificacdo da SmCD1.2 gerou uma banda Unica e
intensa, a da SmCD1.1 foi discreta. Além disso, a cinética de crescimento celular foi
realizada para determinar o comportamento de cada linha celular nas condic6es estabelecidas
para o cultivo e se ha diferenca entre os perfis de crescimento das células controle e
transfectadas. As Sf9 controle apresentaram uma fase exponencial acentuada entre o sexto e
oitavo dias, com crescimento cerca de 20% maior do que as Sf9 transfectadas. Estas Gltimas
apresentaram um declinio da viabilidade a partir do oitavo dia, sugerindo que a coleta do
sobrenadante pode ser antecipado para evitar a producao de metabdlitos e possivel degradacéo
das proteinas expressas. A partir da cinética de crescimento celular das HEK controle
observamos que a concentracdo celular maxima foi atingida no oitavo dia e que a viabilidade
manteve-se acima de 80% por quase todo o periodo de cultivo. O perfil de crescimento das
células HEK transfectadas foi consideravelmente menor: a forma longa 5 vezes e a curta 3
vezes menos do que a HEK controle.

Palavras-chave: Esquistossomose, Sf9, HEK 293, expressao heterdloga, catepsinas D.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by trematodes of the genus Schistosoma, whose
occurrence varies according to geographical location worldwide. Here in Latin America, only
of S. mansoni. is reported. It is estimated that schistosomiasis affects 240 million people and
poses a threat to more than 700 million people living in an area at risk. Thus, according to the
World Health Organization (WHO), schistosomiasis ranks second in the list of parasitic
diseases that most affect humans, being one of the most widespread parasitic diseases in the
world. Praziquantel is the only available drug and besides being the option in the treatment of
schistosomiasis, it is also recommended for preventive treatment. However, although it is safe
and effective against all species of Schistosoma, overuse in endemic areas may stimulate the
emergence of resistance. In this context, the need to seek out and develop new agents and
therapeutic alternatives for the treatment of schistosomiasis becomes evident. The aim of this
work was to get heterologous S. mansoni cathepsins in recombinant baculovirus systems and
cultures of Sf9 insect cells and mammalian cells of the HEK 293 cell line, with potential
potential for the development of novel therapeutic agents. Spodoptera frugiperda insect cells
from the Sf9 cell line were infected with the genetically modified baculovirus for expression
of cathepsin SmCD3. In HEK 293, two forms of cathepsin SmCD1 were expressed: long and
short. After standardization of monoclonal antibody concentrations and electrophoresis
analysis under denaturing conditions (SDS-PAGE), protein bands corresponding to the molar
mass of the positive control obtained by induction in E. coli were observed from infected cell
suspensions supernatants, suggesting that the enzyme SmCD1 had been expressed. The
proteases were purified by IMAC and the purifications generated distinct results. In
purification of SmCD3, the fractions did not present bands that could be related to the
presence of the protein. And while purification of SmCD1.2 generated a single and intense
band, that of SmCD1.1 was discrete. In addition, cell growth kinetics were performed to
determine the behavior of each cell line under the conditions established for culturing and
whether there was a difference between the growth profiles of the control and transfected
cells. The Sf9 control showed a marked exponential phase between the sixth and eighth days,
growing about 20% higher than the transfected Sf9. That one showed a decline in viability
from the eighth day, suggesting that the collection of the supernatant can be anticipated to
avoid the production of metabolites and possible degradation of the expressed proteins. From
the cell growth kinetics of HEK control we observed that the maximum cell concentration
was reached on the eighth day and that viability remained above 80% for almost the entire
growing period. The growth profile of the transfected HEK cells was considerably less: the
long form 5 times and the short 3 times less than the HEK control.

Keywords: Schistosomiasis, Sf9, HEK 293, heterologous expression, cathepsins D.



INTRODUCAO

A esquistossomose é uma parasitose causada por trematddeos do género Schistosoma
e afeta cerca de 240 milhdes de pessoas, sendo uma das mais disseminadas no mundo,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude. Aqui, no Brasil, ¢ uma doenca endémica e ainda
um grave problema de saude publica.

Entre as décadas de 70 e 90, o tratamento medicamentoso da esquistossomose era
realizado pela utilizacdo da oxamniquina, farmaco pertencente a familia das
tetraidroquinolinas. No entanto, foi substituido pelo praziquantel que apesar de possuir efeitos
adversos, toxicidade e eficacia semelhantes, possui um custo mais baixo. Embora o
praziquantel seja seguro e eficiente contra todas as espécies de Schistosoma, existem relatos
que sua utilizacdo em areas endémicas tem gerado a perda de sensibilidade dos parasitas a
determinadas concentra¢fes do farmaco, estimulando resisténcia e tolerancia. Como € a Unica
escolha terapéutica disponibilizada pelo Ministério da Saude, torna-se clara a necessidade de
se buscar novas alternativas de tratamento.

Tendo em vista que a pesquisa com proteases e, principalmente, a pesquisa com
inibidores de proteases possui destaque entre os campos promissores de desenvolvimento de
agentes terapéuticos, o presente trabalho busca obter catepsinas heter6logas de forma
recombinante para a identificacdo de novos alvos para o desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas alternativas.

A partir de resultados obtidos em tentativas anteriores de obtencdo das catepsinas no
préprio laboratério e de ensaios na plataforma de producdo de proteinas da Universidade de
Oxford, laboratorio parceiro, foram eleitas duas catepsinas para serem expressas em sistemas
de expressdo distintos: SmCD3 em células de inseto da linhagem Sf9 e SmCD1 em células de
mamifero da linhagem HEK. A primeira contou com a construcdo de dois diferentes vetores
para sua expressdo, um deles com um peptideo sinal para a expressdo extracelular fazendo
com que a catepsina fosse secretada no meio de cultivo. Ja a segunda, foi expressa em duas
formas, sendo uma delas denominada de curta por ndo possuir um dominio C-terminal o qual
seu papel na proteina vem sendo estudado.

Entdo, faz-se necessario estabelecer condi¢Ges para o cultivo celular, determinar o
perfil de cinética de crescimento das celulas utilizadas, padronizar todas as condi¢des das
técnicas utilizadas para assim obter as catepsinas e trabalhar em sua purificacdo e ensaios de

atividade.



1. REVISAO

1.1. Esquistossomose
1.1.1. Agentes etioldgicos e Epidemiologia

Apesar de seus aspectos clinicos terem sido descritos em 1847, a identificacdo dos
parasitas causadores das esquistossomoses SO ocorreu cinco anos mais tarde, através do
trabalho do médico alemdo Theodor Maximilian Bilharz, fazendo com que as
esquistossomoses também ficassem conhecidas como bilharzioses ou bilharziases. O
conhecimento atual é que trematddeos do género Schistosoma causam a parasitose e, de
acordo com a localizacdo geogréfica, a espécie deste agente etioldgico pode variar.

Trés espécies podem ser listadas como as principais que infectam o homem:
Schistosoma japonicum, Schistosoma haematobium e Schistosoma mansoni. A primeira é
localizada na Asia, principalmente nas Filipinas e na China. Ja a S. haematobium é a mais
prevalente na Africa e Oriente Médio (Colley et al. 2014). Por fim, a S. mansoni, além de
ocorrer na Africa, é a Ginica espécie presente na América Latina, desta forma, sendo a Gnica de
interesse médico para a saude publica brasileira. Além destas, sdo conhecidas mais trés
espécies capazes de afetar o homem: S. intercalatum, S. mekongi e S. guineensis.

Estima-se que as esquistossomoses afetam 240 milhdes de pessoas e representam
ameaca para mais de 700 milhdes de individuos que vivem em areas de risco, provocando um
namero expressivo de formas graves e 6bitos. Assim, de acordo com a Organiza¢do Mundial
de Satde (OMS 2015), a esquistossomose ocupa o0 segundo lugar na lista das parasitoses que
mais afetam o homem, sendo uma das mais disseminadas no mundo.

Nacionalmente, a esquistossomose mansoni é endémica em vasta extensdo do
territorio e considerada ainda um grave problema de saude pablica. Em 2011, num estudo de
distribuicdo global da esquistossomose realizado pela OMS, determinou-se que aqui no Brasil
a doenca possui uma prevaléncia de 10 - 40%, sendo entdo classificada como uma doenca de

prevaléncia moderada.



1.1.2. Ciclo biologico e Patogénese

O ciclo de vida de todas as espécies de esquistossomas (Figura 1.1) pode ser
distinguida, morfologica e funcionalmente, em distintas fases e, baseada no tipo de
reproducdo, em duas fases. Neste trabalho a espécie eleita para a descri¢éo do ciclo e demais
topicos foi a S. mansoni.

Sua transmissdo inicia-se a partir do momento em que as fezes contendo ovos de S.
mansoni contaminam colec¢des hidricas, que eclodem quando entram em contato com a dgua e
liberam uma larva ciliada denominada miracidio. Esta forma busca ativamente o vetor,
planorbideos do género Biomphalaria, que sera o hospedeiro intermediario do S. mansoni. Os
miracidios entdo penetram nas partes moles do molusco, sofrem sucessivas transformacdes
até se diferenciarem e libertam-se deste hospedeiro, ficando livre nas aguas, na forma de
cercaria. As cercarias se locomovem em busca de seu hospedeiro definitivo, 0 homem, que
quando encontrado sofre penetracdo ativa através da pele ou mucosas. Ao alcangcarem 0s
vasos sanguineos passam a ser denominados esquistossomulos. Posteriormente, sdo levados
passivamente pela corrente sanguinea ao coracdo e passam pelos pulmdes antes de atingirem
0S vasos mesentéricos e o sistema porta-hepéatico. Neste local, ocorre a maturagdo sexual dos
vermes. A fémea se posiciona no interior do canal ginec6foro do macho, no qual ocorre seu
amadurecimento sexual e copulacdo com o macho. Ainda juntos, se deslocam ativamente
contra o fluxo sanguineo do sistema porta para o interior de veias mesentéricas inferiores e
adjacentes, atingindo em seguida o plexo hemorroidario. A fémea fecundada sai do canal
ginecoforo do macho e migra para ramos mais estreitos da mucosa intestinal para realizar a
oviposicdo. Uma parte dos ovos depositados, aproximadamente 50%, se adere ao endotélio
das vénulas menores e gera uma forte resposta granulomatosa que provoca sua extrusdo para
o interior da luz intestinal, fazendo com que os ovos sejam veiculados com as fezes, enquanto
0 restante é carreado a favor da corrente sanguinea para vasos intra-hepaticos (Pearce e
MacDonald 2002, Lenzi et al. 2008, Fritsche e Selvaragan 2012, Miele 2014).

A evolucdo clinica da esquistossomose mansoni depende da resposta do hospedeiro a
invasdo, ao desenvolvimento e a oviposi¢do do verme (Ministério da Saude 2014). Assim, a
doenca possui uma fase aguda e uma crénica. Na fase inicial, ou aguda, quando sintomatica
apresenta manifestagdes clinicas como coceiras e dermatites, febre, inapeténcia, tosse,
diarreia, enjoos, vomitos e emagrecimento. Ja a fase tardia, ou cronica, evolui de acordo com
Orgdo mais acometido, podendo apresentar forma hepatica, hepatointestinal e hepatoesplénica.

Além destas, podem ocorrer formas complicadas como vasculopulmonar, glomerulopatia,



neuroldgica, pseudoneoplésica e linfoproliferativa, ou ainda, acometer olhos, pele e trato

urogenital.
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Figura 1.1: Ciclo Bioldgico Schistosoma sp. (Adaptado de CDC 2012)

1.1.3. Diagnéstico e Tratamento

Como a esquistossomose possui diversas formas clinicas e se assemelha a outras
doencas, o mais adequado a ser feito para a obtencdo do diagnostico é realiza-lo por meio de
exames laboratoriais.

Os exames laboratoriais podem ser categorizados em diretos e indiretos. Nos diretos,
busca-se a visualizagdo ou demonstracdo da presenca de ovos de S.mansoni nas fezes ou
tecidos, ou antigenos circulantes do parasito. J& os indiretos, baseiam-se em mecanismos
imunologicos, envolvendo reacdo de antigeno-anticorpo e que tém aplicacdo quase sempre em
inquéritos epidemiologicos, acompanhados ou ndo de exames de fezes. Dentre 0os métodos

diretos para pesquisa de ovos estd a técnica de Kato-Katz, sendo a mais utilizada pelos



programas de controle e recomendada pela OMS, ja que fornece um indicador quantitativo
para avaliar a intensidade da infeccdo. Outro método coproldgico utilizado é a técnica de
sedimentacdo espontanea ou Lutz, que além da identificacdo dos ovos também permite a
diferenciacdo entre viaveis ou nao. J& para a pesquisa de antigenos é descrito o ELISA de
captura, no entanto possui baixa sensibilidade. Também é possivel realizar bidpsias retais,
hepéticas e outras, que determinam o diagnostico com achados de ovos ou granulomas. Entre
0s métodos indiretos utilizados estdo: ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia
(IF) e reacdo periovular (RPOV).

Entre as décadas de 1970 e 1990, a oxamniquina foi amplamente utilizada no
tratamento em massa da esquistossomose, no entanto seu uso foi sendo substituido pelo
pranziquantel. Isto porque, apesar de apresentar efeitos adversos, manifestacdo de toxicidade
e eficacia terapéutica semelhantes, o derivado pirazino-isoquinoleinico possui custo
significativamente mais baixo (Ministério da Saide 2014). Assim, atualmente no Brasil, o
praziquantel é a Unica droga disponivel e de escolha para o tratamento da esquistossomose.
Além de ser a opcdo durante o tratamento, a OMS também recomenda a utilizacdo do
praziquantel na terapia preventiva a esquistossomose.

No entanto, embora o praziquantel além de seguro também seja eficiente contra todas
as espécies de Schistosoma (Colley et al. 2014), sua excessiva utilizacdo em areas endémicas
pode estimular o surgimento de resisténcia. Essa resisténcia pode ser definida como a perda
da sensibilidade dos parasitos a determinadas concentracfes de um farmaco, as quais
mostravam-se sensiveis. Desta forma, a partir do registro de Fallon & Doenhoff (1994),
diversos relatos da existéncia de algumas cepas resistentes ou tolerantes ao praziquantel ja
foram publicados (Fallon et al. 1996, Fallon 1998, Ismail et al. 1999, Doenhoff et al. 2002) .
Além destes relatos, também é conhecido pouco ou nenhum efeito do praziquantel em ovos
ou formas imaturas do parasita, fazendo com que 0s ovos presentes nos tecidos sejam
excretados por varias semanas apOs o0 tratamento e, durante 0 mesmo periodo, infeccBes
recém-adquiridas tornem-se produtivas. ( Gryssels et al. 2006).

Dentro deste contexto, torna-se clara a necessidade de se buscar e desenvolver novos

agentes e novas alternativas terapéuticas para o tratamento da esquistossomose.

1.2. Proteases
1.2.1. Definigdo, Classificacdo e Propriedades
Proteases sdo enzimas que realizam reacBes proteoliticas e hidrélise de ligacOes

peptidicas (Yang et al. 2015). Existem alguns termos (“peptidase”, “proteinase” e “enzima



proteolitica”) que sdo utilizados de forma intercambiavel ja que as pequenas diferencas de
significado, que existiam entre elas, foram esquecidas. No entanto, de acordo com o Comité
de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), o
termo recomendado para denominar todas hidrolases de ligagdes peptidicas é “peptidase”.
(Barret 2007).

Inicialmente tal grupo enzimatico foi classificado de acordo com a atividade catalitica
apresentada. Se a acdo catalitica era direcionada preferencialmente aos grupos amida e
carboxila terminais da cadeia polipeptidica, a protease era denominada como uma
exopeptidase. Por outro lado, caso a ligacdo peptidica a ser clivada estivesse localizada nas
porgBes mais internas da cadeia, tratava-se de uma endopeptidase. Mais tarde, de acordo com
a disponibilidade de informacdes das estruturas, mecanismos de catalise e grupos quimicos
presentes no sitio ativo destas enzimas, novos sistemas de classificacdo foram estabelecidos.
Assim, as proteases passaram a ser distribuidas entre as classes das aspartico, glutdmico,
metalo, cisteina, serina e treonina proteases. Nas trés primeiras uma molécula ativada de 4gua
é utilizada como nucleéfilo no ataque a ligacdo peptidica, enquanto nas restantes, o
nucleofilo passa a ser um residuo do aminoacido, o qual deriva 0 nome da classe enzimatica,
localizado no sitio ativo (Lopez-Otin 2008).

Em 1993, ja com as classes definidas, foi criado um banco de dados onde as proteases
foram classificadas hierarquicamente, como pode ser visto na Figura 1.2, de acordo com 0
resultado das comparagfes entre as sequéncias dos dominios importantes para a atividade da
enzima. Assim, todas as proteases que possuiam sequéncias semelhantes foram agrupadas
numa mesma familia. Posteriormente, todas as familias que possivelmente tinham um
ancestral comum, ou apresentavam estruturas terciarias protéicas semelhantes, ou residuos do
sitio ativo numa mesma ordem na sequéncia, formavam um cla. A partir disto, em 1996, o
sistema foi publicado como base de dados MEROPS e, oito anos mais tarde, sofreu a inclusédo
de dados a respeito dos inibidores de peptidases, provando ser um recurso constantemente
atualizado e valioso para pesquisas (Rawlings 2007, Barret 2007, Rawlings et al. 2015).
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Figura 1.2: Classificagdo hierarquica das peptidases. (Adaptada de Barret 2007)

As proteases estdo amplamente distribuidas na natureza e sdo encontradas em
eucariotos, procariotos e virus, sendo essenciais para todos os tipos de organismos e de grande
importancia para a humanidade nos campos da Medicina, Nutricdo, Agricultura e Tecnologia
(Rawling 2010, 2011, Yang et al. 2015). Assim, as proteases regulam o destino, localizacao e
atividade de muitas proteinas, modula suas interaces, cria novas moléculas bioativas,
contribuem para o processamenro da informacédo celular, gerando transdugdo e amplificacdo
de sinais moleculares (L6opez-Otin 2008). Portanto, demonstrada sua relevancia no controle de
varios processos bioldgicos em todos os organismos vivos, fica evidente que a investigacdo

neste grupo de enzimas ainda é capaz de fornecer novos achados para a ciéncia.

1.2.2. Aspartil proteases

A historia que sugere a descoberta da primeira enzima pertencente a familia aspartico
protease vem de 7000 a.C, onde um viajante arabe, antes de partir para uma viagem pelo
deserto, armazenou leite em uma bolsa feita a partir do estbmago de um animal,
possivelmente uma ovelha ou vaca. Ao chegar ao destino, o viajante abriu a bolsa e observou
que o leite havia coagulado e se separado em coalhada e soro. Muitos séculos mais tarde,
descobriu-se que a enzima renina, presente nas celulas que revestem a cavidade do estbmago
de muitos animais ruminantes, foi responsavel pela clivagem de proteinas kappa-caseina e
provocou a precipitacdo que conduz a formacao da coalhada (Dunn 2010).

Ja pela histéria moderna, a identificacdo da familia das aspartico proteases pode ser
descrita a partir do trabalho de Jordan Tang (1973) que, com seus parceiros da Fundacéo de
Pesquisa Médica de Oklahoma, determinou por métodos bioquimicos a sequéncia de

aminoéacidos que constituem a pepsina suina (Dunn 2010). A partir deste achado, considerado



como o primeiro membro desta classe de enzimas (Klebe 2013), foi possivel desenhar
iniciadores para a clonagem e sequenciamento de DNA de muitos outros membros da familia.

As aspartil proteases constituem uma subfamilia de Endopeptidades que foram
isoladas de diversas fontes (virus, bactérias, fungos, plantas e animais), sendo entdo
amplamente distribuidas em todos organismos vivos (Zhang 2009, Kao 2014). A
denominagdo deriva da presenca de dois residuos de &cido aspartico nos sitios ativos, que
determinam o mecanismo catalitico (Klebe 2013). Esses residuos localizam-se no interior do
motivo conservado Asp-Thr / Ser-Gly, no qual polarizam uma molécula de agua, ativando-a
para ser utilizada como nucledfilo para o ataque a ligagdo peptidica (Figura 1.3). Possuem
peso molecular entre 30-45kDa e sdo sintetizadas como pré-proenzimas de cadeia simples e,
guando ativadas, sdo convertidas em enzimas de duas cadeias. Além disso, apresentam
atividade étima em condicGes acidas (pH 3-5) e sdo inibidas por pepstatina .

O banco de dados MEROPS possui uma lista completa de todas as sequéncias
relacionadas a familia das aspartil proteases (Dunn 2010). Numa répida consulta considerando
como essencial a presenca da sequéncia Asp-Thr / Ser-Gly, por ser altamente conservada nas
aspartil proteases, encontram-se 10.643 registros de sequéncias associadas apenas a familia
Al e 7.232, a subfamilia A1A. Além das caracteristicas gerais (sitio ativo, atividades e
especificidades, estrutura molecular, etc.), também € possivel verificar a importancia das
peptidases e homdlogos que fazem parte da familia, como mostrado na Tabela 1.1, em
processos fisioldgicos e patoldgicos. A partir destas informacdes, fica clara a relevancia
farmacéutica e biotecnoldgica do estudo das aspartil proteases, ja que as mesmas sdo alvos do

desenvolvimento de drogas inibidoras de sua atividade.
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Figura 1.3: Mecanismo catalitico das aspartil proteases. S;, Si’, S,, S,” e Ss: sitios de ligagdo. Uma
molécula de &gua é polarizada por um dos dois residuos de &cido aspértico cataliticamente ativos e
ataca nucleofilicamente o grupo amida para ser clivado. O segundo aspartato forma uma ligacdo de
hidrogénio com o grupo carbonila da amida, aumentando a eletrofilicidade do carbono. O estado de
transicao tetraédrico colapsa ap6s a formacdo do produto de clivagem. (Klebe 2013)

Tabela 1.1: Exemplos de aspartil proteases da familia Al. (Adaptada de Klebe 2013)

Phe-Phe, Leu-Leu, etc. Degradacéo tecidual
Phe-Phe, Leu-Phe, etc. Digest#o

Phe-Met Coagulacio do leite
w Leu-Val, Leu-Leu  Aumento da pressdo sanguinea
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1.2.3. Catepsina D

A Catepsina D (Figura 1.4) é uma endopeptidase lisossomal soltuvel da familia das
aspartil proteases, sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso como pré-procatepsina D.
Ap0s a remocao do peptideo sinal, como mostrado na Figura 1.5, a procatepsina D de 52 kDa
é direcionada para estruturas vesiculares intracelulares (lisossomos,endossomas, fagossomas).
Assim como outros integrantes da familia das aspartil proteases (pepsina, renina, catepsina E,
quimosina, protease do HIV), a catepsina D acomoda até oito residuos de aminoacidos na
fenda de ligacdo do sitio ativo, existindo uma preferéncia por residuos hidrofébicos em torno
da ligacéo clivada (Benes et al. 2008, MEROPS 2016).

Figura 1.4: Estrutura 3D da Catepsina D. Residuos dos sitios ativos sdo mostrados na representacao
ball-and-stick. Asp97 e Asp295 em rosa, e Tirl42 em verde. Carboidratos s&o mostrados como esferas
CPK em amarelo. Pepstatina é mostrada em cinza, na representacdo ball-and-stick. (MEROPS 2016,
Baldwin et al. 1993).

Muitas funcgdes fisioldgicas e patologicas podem ser atribuidas a catepsina D. Ha
numerosos relatos a partir de estudos que descreveram a importancia tanto da procatepsina
quanto catepsina D em diversos processsos patologicos. Na Doenca de Alzheimer, acredita-se
que exista alguma associacdo com o polimorfismo genético da catepsina D. A partir de
ensaios in vivo e in vitro, foi sugerida a liberagdo de enzimas lisossomais, e portanto inclui-se
a procatepsina D, a partir de macrdfagos derivados de mondcitos em lesdes na aterosclerose.
Uma vez liberada, a catepsina D induz a modificagdo hidrolitica da apolipoproteina B-100,
tornando as particulas de LDL instaveis e passiveis de fusdo de acumulacéo arterial. Por fim,
a maioria dos estudos que investigam a funcdo patoldgica da catepsina D séo relacionados ao
cancer. Dentre os relatos, hé associagdo com o aumento da proliferacéo celular e subsequente

tumorigénese e metastase de células de cancer de mama. Desta forma, a catepsina D pode ser
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util como marcador para o diagnostico e progndsticos tanto para o cancer de mama quanto
para outros (Benes et al. 2008, MEROPS 2016).
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Figura 1.5: Processamento e ativacdo da Catepsina D. (Adaptada de Radisky 2010)

Dentre os processos fisioldgicos, sugere-se que estejam incluidos a degradacédo
metabolica protéica intracelular, ativacdo e degradacdo de hormdonios e fatores de crescimento
polipeptidicos, ativacdo de precursores enzimaticos, transformacdo de ativadores e inibidores
enzimaticos e regulacdo da morte celular programada.

Também é reconhecido que a catepsina D desempenhe um importante papel no ciclo
bioldgico de parasitas do homem e de outros animais: possui capacidade de degradar
hemoglobina humana e de outros mamiferos. Partindo do principio que a hemoglobina
liberada a partir dos eritrdcitos ingeridos € essencial para o desenvolvimento, crescimento e
reproducdo dos parasitas, Brindley e parceiros (1997, 2001) realizaram estudos mais
aprofundados sobre propriedades moleculares e bioquimicas, estrutura do gene e filogenia. A
partir disto foi observado que os parasitas, entre eles o Schistosoma mansoni, que obtinham
nutrientes a partir da degradacdo de hemécias expressavam uma aspartil protease semelhante
a catepsina D. Mais especificamente, estagios adultos de S. mansoni possuem cDNA que
codifica um peptideo sinal curto, uma pro-enzima de 37 residuos de aminoacidos e uma

enzima madura de 377 residuos que tem uma forte homologia com catepsinas D de mamiferos
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e é expressa em pelo menos duas formas: uma com uma sequéncia terminal carboxila e uma
sem (Brindley et al. 1997). Portanto, a determinagdo da atividade enzimética desta protease
leva ndo somente ao entendimento da patogénese da parasitose, mas também a identificacdo
de novos alvos para o desenvolvimento de novas intervengdes de tratamento (Dunn 2002,
Brindley et al 2008, Benes et al 2008 ).

1.3. Expressao de proteina recombinante

A expressao de uma proteina recombinante ou a expressdo heterdloga de uma proteina
é realizada a partir da tecnologia do DNA recombinante, baseada em técnicas de manipulagao
que permitem transportar genes exogenos de uma espécie para outra, criando uma nova
molécula de DNA diferente da espécie de origem que, seguindo o dogma central da Biologia
Molecular, serd transcrito em RNA e traduzido em uma nova proteina, entdo denominada
proteina recombinante ou heterdloga.

Ao longo dos dltimos trinta anos ocorreram avangos considerdveis nas tecnologias
para expressar proteinas recombinantes (Brondyk 2009), ampliando e tornando disponiveis
diferentes sistemas vetor-hospedeiro necessarios na sintese da nova proteina: bactérias,
leveduras, fungos filamentosos, células animais, células vegetais, plantas transgénicas e
animais transgénicos. A escolha do sistema mais adequado deve ser baseada nas
caracteristicas e aplicacfes que se desejam e esperam da proteina recombinante a ser obtida.
Desta forma, deve ser verificado se a proteina em estudo sera utilizada para fins terapéutico e
diagnostico, ou em estudos estruturais, ensaios de atividade in vitro, antigenos para a
producdo de anticorpo ou em estudos in vivo. Portanto, entre os fatores que podem afetar a
escolha do sistema de expressdo estdo a qualidade requerida da proteina, sua atividade
bioldgica e a concentracdo secretada intra ou extra celular.

Cada sistema de expressdo possui suas peculiaridades que sdo refletidas como
vantagens e desvantagens em sua utilizacdo (Tabela 1.2). Assim, a identificacdo do sistema
ideal para o trabalho pretendido pode ndo ser evidente, necessitando algumas tentativas com
diferentes métodos de expressdo. Entre os sistemas mais utilizados, a expressdo em células
eucaridticas tem recebido cada vez mais popularidade dentro da comunidade cientifica nos
ultimos anos (Brondyk 2009, Unger e Peleg 2012). Especialmente neste trabalho seréo
abordadas as plataformas de cultivo de células de inseto infectadas com baculovirus

recombinantes e de células de mamifero.
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Tabela 1.2: Principais sistemas de expressdo e algumas de suas vantagens e desvantagens. (Adaptada
de Brondyk 2009)

Sistema de Vantagens Desvantagens
expressao
Método de expresséo rapido Capacidade limitada para modificagdes pds-
] (dias) traducionais
E. coli o . .
Processo de escalonamento Dificuldade de produzir algumas proteinas no
simples estado soltvel
Barato
Moderadamente rapido Estruturas dos glicanos N-ligados diferentes das
P. pastoris (semanas) formas de mamiferos
Meio de bioproducédo barato Requer seguranca reforcada devido ao metanol
Moderadamente rapido . . .
] ) Estruturas dos glicanos N-ligados diferentes das
Baculovirus/Célula de (semanas) i
) o L formas de mamiferos
inseto Maioria das modifica¢des pos- .
o Dificil processo de escalonamento
traducionais
Moderadamente rapido
Células de mamifero (semanas) Dificil processo de escalonamento
(expressao transiente) Todas modificagdes pos- Meio de bioproducéo caro
traducionais
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1.3.1. Cultivo de células de inseto

Segundo Agathos (2009), as células de inseto foram isoladas pela primeira vez e
colocadas em cultura na forma de linhagens celulares continuas no final dos anos 1950 e
inicio da década de 60 para o estudo do metabolismo e fisiologia de insetos, mas também para
a sintese in vitro de baculovirus (género de virus que infectam invertebrados) como agentes
de controle biolégico contra pragas de insetos. O envolvimento deste tipo celular com a
producdo de proteinas recombinantes passou a ser uma possibilidade no inicio dos anos 80, a
partir da manipulacdo genetica de baculovirus, sendo passiveis de utilizacdo como vetores.
Atualmente, o sistema de expressdao em cultivo de células de inseto com baculovirus
recombinantes constitui uma relevante plataforma para a obtencdo de proteinas heterélogas de

interesse biomédico.

1.3.1.1. Spodoptera frugiperda — linhagem Sf9

A Spodoptera frugiperda ou “lagarta do cartucho” (Figura 1.6) é uma espécie nativa
das regifes tropicais do Hemisfério Ocidental dos Estados Unidos a Argentina (Capinera
2009). As células de seu ovario derivadas da linhagem Sf21, estabelecida por Vaughn e
colegas (1977), séo constituintes da denominada linhagem Sf9. As células desta linhagem tém
sido as mais utilizadas entre as linhagens de células de inseto, tendo em vista que sdo
recomendadas para a realizacdo de tranfecc6es, amplificacdo de virus e expressao de proteinas
recombinantes (van Oers e Lynn 2010, Unger e Peleg 2012).

Linhagens de células de inseto “Sf” sdo adaptadas ao cultivo de suspensdo, tornando
possivel a obtencdo de grandes concentracfes de proteina recombinante (Nagaya et al 2011),
podendo ser facilmente retiradas da superficie de frascos de cultivo de células do tipo T
somente por agitacdo suave, sem a necessidade da tripsinizacdo, tornando-se um fator
importante para sua utilizagdo industrial e biotecnoldgica (Agathos 2009).

A utilizacdo biotecnolégica de cultivos de células de inseto é baseada na sua infeccao
com baculovirus recombinante (Agathos 2009). Tratando-se de proteinas recombinantes, a
producdo somente ocorre no final da fase de infec¢do, quando as células infectadas séo lisadas
devido ao efeito patogénico do baculovirus. Portanto, a plataforma de producdo sistema

baculovirus — células de inseto (IC-BEVS) é um sistema litico.



15

Figura 1.6: Spodoptera frugiperda. a) Mariposa. b) Lagarta. Também denominada “lagarta do
cartucho” ou “lagarta militar”. (Adaptada de Capinera 2009).

1.3.1.2. Sistema de expressdo em baculovirus e células de inseto
1.3.1.2.1. Baculovirus

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae. O nome Baculoviridae € derivado
da palavra latina baculum que significa bastdo, caracterizando a forma das particulas virais
desta familia (Friesen 2007). Caracteriza-se também por ser uma grande familia de virus
relativamente grandes com genoma composto por DNA circular de fita dupla, variando de 80-
180kbp (Jehle et al 2006, Jarvis 2009). Embora os hospedeiros naturais sejam artropodes,
principalmente insetos, a maioria dos baculovirus tem uma gama de hospedeiros muito
estreita, geralmente restrita apenas a uma espécie de insetos. Uma caracteristica Unica dos
baculovirus é que se adaptam tanto a eficiente replicacdo no inseto hospedeiro quanto a
dorméncia externa, devido a producdo de duas formas de particulas virais (virions) que,
apesar de serem geneticamente idénticas, sdo fenotipicamente distintas e por isso, assumem
papeis diferentes no ciclo infeccioso (Castro et al. 1999, Westenberg 2004). A primeira forma,
denominada forma ndo ocluida (BV, do inglés budded virion), é produzida durante a
replicacdo inicial quando os nucleocapsideos brotam das células infectadas e sdo envelopados
a partir da membrana celular, que contém proteinas de fusdo viral (GP64 e F). A segunda
forma, ou forma ocluida (ODV, do inglés occlusion-derived virion), surge no ndcleo durante a
fase mais tardia da replicacdo, se incorpora na matriz protéica e forma corpos de incluséo que
sdo liberados com a lise das células infectadas (Castro et al. 1999). As duas formas sdo

apresentadas no diagrama esquematico da figura 1.7.
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Figura 1.7: Diagrama esquematico com as diferencas estruturais entre as duas formas assumidas pelo
baculovirus durante o ciclo infeccioso. (Adaptado de Panté 2013).

0.15-15 ym

A familia Baculoviridae é dividida em dois géneros que sdo distinguidos pela
morfologia do corpo de oclusdo: Granulovirus (GV) e Nucleopolyhedrovirus (NPV). Os virus
do primeiro género formam corpos de inclusdo ovicilindricos, chamados granulos, com cerca
de 0,13 x 0,5um que, normalmente, possuem apenas uma particula viral infectante ocluida. J&
0s NPV possuem corpos de inclusdo maiores variando de 0,15 - 15 um e, portanto, contém
mais virions ( Castro et al. 1999, Westenberg 2004, Jehle 2006). Estes corpos de inclusédo, que
aparecem e “empacotam” 0 nlcleo das células hospedeiras perto do fim do ciclo infeccioso,
também podem ser chamados de poliedros, considerando que 95% de sua estrutura
corresponde a uma Unica proteina, denominada poliedrina.

A poliedrina, com cerca de 30kDa, compde uma matriz paracristalina na qual os
poliedros sdo incorporados apés a infec¢do. Nas culturas de células de inseto a poliedrina néo
é essencial para a replicacdo viral, no entanto Summers (1987) e Miller (1988) observaram
que poderiam utilizar um promotor de poliedrina para direcionar a expressao do produto do
gene heterdlogo e a auséncia de poliedros como um marcador da insercdo bem sucedida do
gene. Desde entdo, a capacidade de produzir altas quantidades de poliedrina € reconhecida
como uma das caracteristicas fundamentais que impulsionaram o desenvolvimento destes
virus como vetores para a producgdo de proteina recombinantes ( Inceoglu et al 2001, Jarvis
2009).
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1.3.1.2.2. Baculovirus como vetor de expressdo

No inicio da década de 80 houve um grande interesse pela utilizacdo do sistema
baculovirus em células de insetos na producdo de proteinas recombinantes, devido a
publicacdo dos primeiros relatos do papel do baculovirus na mediacdo da expressdo de genes
heter6logos. Assim, ao longo dos dltimos 20 anos, importantes avancgos tecnoldgicos
melhoraram os métodos originais desenvolvidos para o isolamento de vetores de expressdo
baculovirus, fazendo deste sistema de expressdo uma escolha segura, facil de ser realizada e
passivel de escalonamento (Kost et al. 2005, Jarvis 2009).

Os primeiros vetores de baculovirus recombinantes foram produzidos utilizando uma
abordagem bésica de recombinacdo homologa, na qual as células de inseto cotransfectadas
com o baculovirus e o DNA plasmidial produziam uma mistura de virus parentais e
recombinantes com uma frequéncia de recombinacédo de 0,1%, ou seja, altamente ineficiente.
A progénie era identificada através de ensaio em placa e os clones recombinantes por
microscopia Optica, fazendo com que a etapa fosse dificil e laboriosa. Como fruto dos
esforcos para eliminar a utilizacdo de um teste de placas para o isolamento do virus, em 1993
foi descrito um método baseado na transposicdo bacteriana in vivo. Tal método, que envolve
a transposicdo sitio-especifica de um gene heterélogo de um plasmideo doador para um DNA
clonado de baculovirus, também chamado de “bacmideo”, passou a ser comercializado com o
nome de Bac-to-Bac® (Invitrogen) sendo um dos principais métodos para a producéo de virus
e proteinas recombinantes (Kost et al. 2005, Jarvis 2009, Unger e Peleg 2012). Na figura 1.8 é
possivel observar o desenho esquemético do sistema de expressdo Bac-to-Bac® e todas as
suas etapas.

Algumas caracteristicas tém sido consideradas como verdadeiras vantagens do sistema
de expressdo em baculovirus. Sabe-se que apresenta altos niveis de producdo de proteina,
sendo “altos niveis” definido como 100 mg ou mais de proteinas recombinantes por litro de
cultivo de células de inseto infectadas, ou aproximadamente, 4g de células com concentracdo
usual de 1x10° células vidveis/mL. Além disso, esses altos niveis de producéo raramente s&o
associados com formacéo de corpos de incluséo, que geralmente podem ser observados em
sistemas de expressdo bacteriano. Outra grande vantagem, frequentemente afirmada, é a sua
capacidade de processamento eucaridtico das proteinas, incluindo a realizacdo de
modificagdes pos-traducionais (Jarvis 2009). Por essas propriedades, o sistema baculovirus
como vetor de expressdo tornou-se popular e sua utilizagdo tem sido bem sucedida na

expressao de diversos tipos de proteinas heterdlogas (Kost et al. 2005, Nagaya et al. 2011).
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Figura 1.8: Desenho esquematico com as etapas do sistema de expressdo em células de inseto
utilizando baculovirus recombinante, da clonagem a obtencdo da proteina heter6loga. Método
desenvolvido por Luckow et al. em 1993, baseado na capacidade de gerar virus recombinante por
transposicéo sitio-especifica em E. coli que permitiu o uso de uma ampla variedade de ferramentas
genéticas para manipular e analisar a estrutura do genoma do baculovirus. (Adaptado de Invitrogen
2008)

1.3.2. Cultivo de células de mamiferos

O histérico do cultivo em células de mamiferos € iniciado a partir das primeiras
técnicas de desenvolvimento para estudar in vitro o comportamento das células, que surgiram
entre o final do século XIX e o inicio do século XX. Neste periodo, Burrows estabeleceu uma
cultura com células de mamiferos a partir de embries de galinha na presenca de coagulos de
plasma. Burrows e seu grupo demonstraram ainda o principio da troca do meio de cultura e o
estabelecimento de subculturas, além do crescimento de células epiteliais, tecido conectivo e
uma variedade de células tumorais. De forma colaborativa aos achados de Burrows, Ebeling

chegou a concluséo de que as células somaticas poderiam sobreviver indefinidamente in vitro
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se 0 meio fosse substituido e as condigbes de cultivo, adequadas. A luz destas primeiras
constatacGes, a primeira linhagem celular permanente foi desenvolvida em 1943 por Earle a
partir de tecido subcutaneo de ratos (Marquis 2017).

Durante as décadas de 50 e 60, outras técnicas tornaram-se importantes tanto para
pequena quanto para larga escala. Entre elas a utilizagdo da tripsina, que permitiu a subcultura
de celulas aderentes de um frasco a outro, o desenvolvimento de cultivos em biorreatores,
métodos de criopreservacdo e formulaces de meios de cultura. Assim, durante os anos 60, 0s
métodos de cultivo em células de mamiferos foram desenvolvidos para produzir vacinas
contra caxumba, sarampo e rubéola em humanos e febre aftosa para aplicacdo veterinaria
(Marquis 2017).

Ja o desenvolvimento de tecnologias de expressdo de proteinas em celulas de
mamiferos ocorreu nos anos 70 e 80. A aprovacao do ovario de hamster chinés (CHO) derivado
de tecido com plasminogénio ativado em 1986 revolucionou a medicina e aumentou a
possibilidade da utilizacdo da cultura de células de mamiferos na producdo de produtos proteicos
terapéuticos (Lai et al. 2013). A insulina, primeira proteina recombinante aprovada foi
produzida também nesta época ( Zhu 2012). Desde entdo, muitos produtos biofarmacéuticos
tém sido produzidos e comercializados e a plataforma de expressdo em células de mamiferos
se tornado o sistema de expressao de proteinas recombinantes dominante para aplicagéo, por
conta de sua capacidade de realizar modificagdes pés-traducionais e formar proteinas com

estruturas moleculares semelhantes as humanas (Marquis 2017).

1.3.2.1. Sistema de expressdo em células de mamiferos

A maioria dos produtos biofarmacéuticos é de natureza proteica e expressa em
hospedeiros recombinantes. Entre eles, os sistemas em micro-organismos sao atrativos devido
aos seus baixos custos, alta produtividade e rdpida implementacdo. Entretanto, existem
funcbes que estes micro-organismos simplesmente ndo sdo capazes de executar, como por
exemplo, as modificacbes pds-traducionais que garantem a completa atividade e eficacia
biofarmacéutica da proteina produzida (Butler 2004, Zhang 2016). A modificacdo mais
amplamente reconhecida € a glicosilacdo, que requer uma extensiva sequéncia de
processamento e cortes no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi e afeta o
enovelamento da proteina assim como sua estabilidade, solubilidade, interacdes,
biodisponibilidade in vivo e biodistribuicdo (Butler 2004, Antosson et al. 2012). Desta
maneira, diversas moléculas sdao muito grandes e complexas para serem sintetizadas por uma

bactéria, ou entdo por espécies eucariontes mais simples como fungos e leveduras. Embora
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estes ultimos sejam capazes de glicosilar proteinas, os glicanos obtidos ndo possuem
estruturas normalmente apresentadas por proteinas humanas. Assim como as células de inseto,
que sao utilizadas principalmente como veiculos para producdo de vacinas virais
geneticamente manipuladas usando sistema de expressdo baculovirus, mas possuem
capacidade de glicosilagdo limitada (Zhang 2016). Por isso, as células de mamiferos tém se
tornado as células hospedeiras de escolha e preferidas para a produgdo da maioria das
proteinas terapéuticas complexas, desde que suas modificacbes pds-traducionais sejam
relevantes funcional e farmacologicamente, e similares ao padrdo equivalente ao das proteinas
humanas (Butler 2004, Zhang 2016)

O desenvolvimento de um processo de producdo para proteinas recombinantes em
células de mamiferos geralmente segue um esquema bem estabelecido no qual os métodos de
cultivo e transfeccdo devem ser considerados para um projeto de expressdo bem sucedido
(Dyson 2016). Neste esquema, geralmente, sdo empregados dois formatos de cultura: celulas
aderentes ou em suspensdo (Wurm 2004). A escolha de qual tipo de cultura a ser utilizado
depende das caracteristicas de cada linhagem celular. Embora existam muitas células capazes
de serem cultivadas em suspensdo, a maioria das células isoladas de tecidos animais
permanecem com sua caracteristica fisiologica de aderéncia e devem ser cultivadas em
superficies solidas. Assim, para células que requerem um crescimento em supensdo frascos do
tipo spinner sdo amplamente utilizados, apesar frascos do tipo shaker também sejam
empregados. Por outro lado, células dependentes de ancoragem ou aderentes sao
frequentemente cultivadas em garrafas do tipo roller ou do tipo estacionario, e para serem
transferidas de um frasco a outro, podem ser desprendidas mecénica ou enzimaticamente, por
exemplo, com a utilizacdo de tripsina (Véliz et al. 2004). Na figura 1.9 encontram-se

exemplos de frascos comumente utilizados nas culturas com células de mamiferos.
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Figura 1.9: Frascos utilizados na cultura de células aderentes ou em suspensao, com suas respectivas
capacidades de volume e concentragao final. X;= concentracdo celular final tipica. (Adaptado de Véliz
et al. 2004)

Existe uma grande variedade de metodologias e reagentes empregados na introducéo
de diferentes moléculas nas células eucarioticas. A incorporacdo do DNA, por exemplo, pode
ser realizada por dois mecanismos: infeccdo ou transfecgdo. O primeiro consiste em um
processo bioldgico mediado por um virus, enquanto o segundo faz uso de métodos fisicos ou
biolégicos (Bollati-Fogolin e Comini 2004). O mecanismo utilizado nas propostas deste
trabalho para a incorporacdo de DNA nos sistemas de expresséo foi a transfeccédo, por isso, 0
mesmo sera discutido a seguir.

Dentro do mecanismo de transfeccdo muitos métodos podem ser desenvolvidos. Cada
método utiliza uma abordagem diferente que deve ser considerada dependendo do tipo
celular. Apesar desta condicdo, o método ideal deve apresentar alta eficiéncia, baixa
toxicidade celular, minimo efeito sobre a fisiologia normal e ser reprodutivel. Assim, os
métodos pelos quais a transfeccdo pode ser realizada podem ser classificados em bioldgica,
guimica e fisicamente mediados (Kim 2010).

Um experimento bem sucedido de expressdo em células de mamiferos também
depende da saude das células em termos de razdo de crescimento e viabilidade celular (Dyson
2016). Entretanto, poucas sdo as diferencas entre as células de mamiferos e entre as mais
utilizadas estdo a CHO e a HEK 293 (Antosson et al. 2012). A linhagem celular HEK 293 tem
sido extensivamente utilizada na expressdo transiente de genes devido a sua boa
transfectabilidade e capacidade de crescimento de alta densidade celular em suspensdo num

meio livre de soro (Baldi et al. 2005).

1.3.2.1.1. Células HEK 293
O desenvolvimento da linhagem de células HEK 293 (Human Embryonic Kidney)

surgiu em 1977, quando Graham e seus colaboradores decidiram transformar algumas
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linhagens celulares pela exposicdo de ceélulas embrionérias renais humanas a DNA viral do
adenovirus tipo 5, a partir da técnica de transfeccdo com fosfato de célcio, na qual o DNA
forma um complexo com o fosfato de céalcio presente no tampao utilizado, se adere a
membrana celular e, por endocitose, é introduzido no citoplasma. Em estudos anteriores, a
transformacéo era realizada com células ndo humanas e estas se tornavam permissivas aos
virus gerando uma infec¢do litica com alta producgdo de virion infecciosos, visto que era
utilizada a particula viral propriamente dita. Assim, o isolamento de células humanas
transformadas com adenovirus foi inovador ja que nunca havia sido relatado antes e pdde ser
induzido com fragmentos de DNA viral.

As células HEK 293 exibem uma morfologia epitelial, mas também possuem uma
faceta que reflete um fendtipo neuronal, ja que a linhagem foi gerada devido a uma
transformacdo adenoviral, com uma tendéncia a continuar se dividindo mesmo depois de
atingir confluéncia e entdo passa a crescer em ilhas ou aglomerados (Léo et al. 2004, Smart
2005). Exemplos de crescimento da célula HEK 293 em cultivos estacionérios podem ser
observados na figura 1.10.

As principais caracteristicas atribuidas as células HEK sdo a possibilidade de transfeccao
utilizando uma grande variedade de métodos, a alta facilidade e eficiéncia de transfecgdo e
producdo de proteinas e a traducdo fiel e processamento de proteinas (Smart 2005). Estes e
outros atributos também significam que avaliagdes bioquimicas / celulares complementares de
proteinas expressas podem ser realizadas em conjunto com analises funcionais para
estabelecer perfis farmacoldgicos e biofisicos detalhados para a acdo de novos farmacos e

seus alvos.

Figura 1.10: Exemplos do crescimento de células HEK 293 em cultivo estacionario durante a
realizacdo do experimento de cinética de crescimento celular deste trabalho. A: perfil de crescimento
no primeiro dia da cinética. Observadas na objetiva de 20X. B: de crescimento no quarto dia da
cinética, ja demonstrando tendéncia a formacdo de ilhas ou aglomerados. Observadas na objetiva de
40X.
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1.3.3. Comparacdo entre células de inseto e células de mamifero

Uma comparacdo entre o cultivo de células de inseto e o cultivo de células de
mamiferos, em termos das propriedades que afetam a tecnologia de propagacao, revela vérias
similaridades e diferengas (Agathos 1991).

O sistema de expressdao de proteinas heter6logas em células de inseto, quando
comparado ao sistema de expressdao em células de mamifero, € relativamente mais seguro,
tendo em vista que os baculovirus ndo infectam e ndo sdo patogénicos para mamiferos, aves,
peixes e répteis. Nos sistemas de expressdo de proteinas heterdlogas em células de mamiferos,
0s vetores usados geralmente sdo derivados de virus de primatas, e a reversao para uma forma
patogénica é teoricamente possivel (Shuler et al. 1995).

Outra caracteristica importante da transformacéo das células de mamifero é a perda da
inibicdo por contato, quando cultivadas em suspensdo, podendo ocasionar a inibicdo da
divisdo, haja vista que as células ndo entram em contato umas com as outras. Assim, a
adaptacdo do cultivo das celulas de mamiferos em suspensdo sob agitacdo levam longos
periodos de tempo e modificagdes na composicdo dos meios de cultivo. Segundo Goosen
(1991), para adaptar as células de Spodoptera frugiperda em sistemas de cultivo sob agitacdo
em suspensao, em média, sdo necessarias seis passagens. As células de inseto mostram entéo
inibicdo tanto do DNA viral quanto celular, quando as células aderidas estabelecem contato
celula-célula. Devido a esta inibi¢do da sintese de DNA, a infec¢do por baculovirus requer
que seja realizada antes da confluéncia do cultivo das células em sistema estético (Shuler et
al. 1995, Agathos 1991). No entanto, esta inibi¢do é consideravelmente amena ou ausente, ja
gue possuem a tendéncia de se agrupar, tanto em culturas suspensas como em aderidas.
Também por esta caracteristica de crescerem tanto em cultivos em suspensao quanto em
monocamada, as células de inseto possibilitam a utilizacdo de diferentes tipos de reatores e
estratégias de cultura (Léo et al. 2004).

Em relacdo ao processamento e sintese proteica, as diferengas entre os diferentes
sistemas de expressdo estdo concentradas na natureza litica dos baculovirus e as limitagdes no
processo pés-traducional. A natureza litica do sistema pode dificultar a aplicacdo de técnicas
reacionais que sdo efetivas na producdo sustentada de culturas de células de mamifero de
replicacgéo lenta.

Outra diferenca principal entre as células de inseto e as células de mamifero encontra-
se nas modificacBes pds-traducionais, visto que em células de inseto ndo é gerado um padrao

de glicosilagdo necessariamente com mesmo rendimento de uma célula de mamifero. As
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células de inseto sdo capazes de realizar padrdes de glicosilacdo efetivos que garantem a
qualidade da proteina heterdloga de interesse, como a sintese de N-oligossacarideos do tipo
alta-manose e seus derivados. Ja as células de mamiferos séo capazes de realizar glicosilacdo

e adicionar residuos de manose e de acido sialico. (Shuler et al. 1995, van QOers et al. 2015).



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Obter catepsinas D heterdlogas de Schistosoma mansoni, em sistemas de expressao
eucariontes utilizando células de insetos da linhagem Sf9 e células de mamifero da
linhagem HEK 293, com possivel potencial para o desenvolvimento de novos agentes de

interesse biomédico.

2.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer condi¢des de cultivo das células Sf9 e células HEK 293.

e Expressar as catepsinas SmCD3 e SmCD1 em Sf9 e HEK 293,
respectivamente.

e Padronizar condi¢Bes e concentracdes das técnicas de eletroforese SDS-PAGE
e Western Blot para confirmacéo das catepsinas D heterélogas obtidas.

e Estudar o perfil de cinética celular por comparacao entre células controle ndo
infectadas e células transfectadas.

e Purificar as catepsinas obtidas.



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratdrio de Bioquimica Experimental e

Computacional de Farmacos (LaBECFar) do Instituto Oswaldo Cruz (10C).

3.1.  Construcao dos vetores
3.1.1. SmMCD3HBMeSmCD 3CT

Para a expressdo da catepsina heterloga SmCD3 de S. mansoni foi realizada a
construcdo de dois bacmideos: um contendo 0 gene para a expressao da proteina com uma
sequéncia sinalizadora de expressdo extracelular (HBM), de forma que a proteina heter6loga
fosse secretada; e o segundo (CT), apenas o gene de interesse. Os dois possuem promotor de
poliedrina, gene de resisténcia & gentamicina e ampicilina, sinla de poliadenilacéo e sitio de
reconhecimento para remocao da tag de histidina.

Foi utilizado o kit de clonagem Bac-to-Bac® (Invitrogen) para gerar as construgdes
que, uma vez com 0 gene de interesse na orientacdo correta, puderam ser utilizadas na
transformagdo da E.coli DH10Bac® quimicamente competente. Apds a transposicido no
bacmideo, a purificacdo foi realizada através do kit PureLink  HiPure Plasmid DNA
Miniprep, que permite a obtencdo de DNA altamente puro e adequado para a transfec¢do em
células de inseto.

As sequéncias e 0s mapas correspondentes as construcdes dos bacmideos (pFastBac™ )
encontram-se na secdo de anexos do presente trabalho. E importante mencionar que o vetor

possui tag de histidina e promotor de poliedrina.

3.1.2. SmCD1.1e SmCD1.2

Para a expressdo das duas formas da catepsina SmCD1 foi utilizado o vetor pOPING,
0 qual pertence a um conjunto de vetores produzidos pela plataforma de producdo de
proteinas da Universidade de Oxford (OPPF-UK). A partir deste conjunto de vetores foi
produzido um novo processo de clonagem no qual o produto de PCR € clonado diretamente
no vetor de expressdo final. Além disso, todos os vetores possuem tag de hsitidina.

Os plasmideos foram obtidos a partir de estoques em glicerol de E.coli recombinante

para a expressao das duas formas da catepsina SmCD1: forma longa (SmCD1.1) e forma
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curta (SmCD1.2). A diferenca entre elas é a presenca de uma sequéncia C-terminal na forma
longa, que é ausente na forma curta e razdo para o estudo de seu papel na estrutura da
proteina. Aliquotas dos estoques foram entdo retiradas e transferidas, com auxilio de um
palito de madeira, para um tubo Falcon® contendo 50 mL de meio LB e ampicilina (1:1000).
Apos a incubagdo overnight a 37°C, o meio j& com indicios de crescimento bacteriano foi
transferido para um erlenmeyer possuindo 1L de LB autoclavado e 1mL de ampicilina, e
levado mais uma vez a estufa a 37°C. No dia seguinte, as células bacterianas foram recolhidas
por centrifugacdo a 4000 x g por 15 minutos e 0 meio, descartado. O DNA plasmidial foi
extraido e purificado utilizando o kit PureLink” HiPure Expi Megaprep ( Thermo Fisher
Scientific) e todas as etapas foram realizadas de acordo com as recomendagdes e protocolo do
fabricante. Apés eluicdo, a quantificacdo foi realizada por espectrofotometria no NanoDrop®.
As sequéncias correspondentes aovetor de expressdao pOPING para cada construcéo,
contendo gene de resisténcia a ampicilina e clonado em E.coli, encontram-se na se¢do de

anexos do presente trabalho.

3.2.  Preparo e Manutencao do cultivo celular
3.2.1. Linhagem Sf9

As células de inseto da linhagem Sf9 foram obtidas a partir do descongelamento de
criotubo, gentilmente cedido pelo LATER, com um volume de aproximadamente 1 mL, que
foi transferido para um tubo de centrifuga do tipo Falcon® (Corning) de 50mL. Como no
processo de congelamento foi adicionado DMSO as células, para realizar sua eliminacao,
foram adicionados 5 mL do meio de cultivo SF-900 11® SFM (Invitrogen) , livre de soro fetal
bovino e proteinas de origem animal, ao tubo que continha o concentrado de células. O tubo
foi centrifugado a 1500 x g por 2 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o pellet
ressuspendido em 6 mL de meio de cultura. Esses 6 mL foram distribuidos em aliquotas de 2
mL entre 3 frascos de cultivo do tipo Toscm? e T7scm? |, aos quais foram adicionados 4 mL e
20 mL de meio de cultivo SF-900 11®, respectivamente. Os frascos de cultivo com as células
foram mantidos em estufa a 28°C, sem CO..

Atingida a confluéncia nesses primeiros frascos, subcultivos foram realizados através
do desprendimento, por acdo mecéanica, das celulas da superficie dos frascos e transferéncia

para novos frascos.
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3.2.2. Linhagem HEK 293

Assim como as células Sf9, o cultivo das células HEK 293 foi estabelecido a partir do
descongelamento de criotubos mantidos em nitrogénio liquido. Apos a remoc¢édo do DMSO, o
pellet foi ressuspendido em 10mL de DMEM alta glicose com adicdo de 10% de SFB e
distribuido em 5 frascos Tsscm?® que, ap6s adicdo de meio DMEM alta glicose até atingirem
20mL de volume final, foram mantidos em estufa a 37°C com atmosfera itmida de 5% de CO,.

A cada 3 dias 0 meio de cultura era trocado para manter o fornecimento de nutrientes
as celulas. Nos casos de, pelo menos, 80% de confluéncia optou-se pela realizacdo de

subcultivos através do desprendimento das células por acéo de tripsina.

3.3.  Transfeccéo
3.3.1. Transfeccdo em células Sf9

A determinacdo da concentragdo de células viaveis/mL foi realizada por contagem de
células a partir das suspensdes de cultivo, visto que as condi¢des requeridas para a transfeccao
consistem em utilizar células com no minimo 95% de viabilidade, contendo em cada pogo da
placa de cultivo a concentracdo de 8x10° células viaveissmL. A contagem das células foi
realizada pela técnica de exclusdo celular utilizando solu¢do de Trypan a 0,4% (p/v) em
camara de Neubauer.

Em trés dos seis pocos de uma placa de cultura de células, sendo um deles destinado
ao controle negativo, foram adicionados 3 mL de suspensao celular. Aos demais pogos da
placa, foram adicionados 3 mL de meio de cultivo SF-900 II® SFM, a fim de garantir a
umidade da placa e também servir como indicativo de possivel contaminagdo. A placa foi
mantida a temperatura ambiente durante 15 minutos para a estabilizacdo da monocamada de
células. Durante este tempo, 0s demais componentes necessarios para a transfeccdo foram
preparados: 1pL (100ng) do bacmideo, referente a cada construcdo descrita no topico 3.1.1,
foi diluido em 100 pL do meio SF-900 Il SFM, assim como 8 pL de Cellfectin® II; as duas
diluicbes foram mantidas por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os dois
componentes (bacmideo e Cellfectin® 11) foram homogeneizados e incubados novamente &
temperatura ambiente por 30 minutos, gerando um volume de aproximadamente 210 pL de
uma solucdo denominada “mistura de transfecgdo”. Este procedimento foi realizado para cada
construcdo (SmCD3 HBM e SmCD3 CT).

O volume total da “mistura de transfeccdo” correspondente a cada construcéo
(SmMCD3 HBM e SmCD3 CT) foi gotejado nos pogos da placa de cultivo de células, j& em

monocamada. A placa foi incubada a 28°C durante 5h. Finalizado o tempo de incubacéo, a
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mistura de transfeccdo foi removida e substituida por meio de cultivo SF-900 11° SFM. Em
cada poco foram adicionados 30 pL de uma solugdo antibidtica antimicotica (Sigma-
Aldrich®) contendo penicilina 10.000U, estreptomicina 10mg e anfotericina B 25ug por mL, e

a placa foi mantida em estufa a 28°C, sem CO,.

3.3.2. Transfeccdo em células HEK

Foram realizadas transfeccbes com plasmideos para expressao de SmCD1.1 e
SmCD1.2, respectivamente, cadeia longa e curta. Para a transfeccdo, foi preparado um
subcultivo com 10 frascos Tzscm? contendo um inéeulo de 2,0x10° cel/mL em 25mL de meio
DMEM alta glicose com 10% de SFB em cada um deles. Apds 3 dias, ao atingir
aproximadamente 70% de confluéncia, 0 meio presente nos frascos de cultivo foi removido e
substituido por DMEM alta glicose (4,59/L) com 2% de soro fetal bovino. Os frascos
retornaram a estufa, permanecendo durante 10 minutos a 37°C em atmosfera Umida de 5% de
CO,. Em um novo frasco, foram adicionados 100 mL de DMEM alta glicose sem soro fetal
bovino e 0,5 mg de DNA correspondente a construcdo da proteina desejada. Em um segundo
frasco, adicionaram-se 100 mL de DMEM alta glicose e 875uL de polietilenoimina (PEI)
Img/mL. As duas solugdes foram combinadas formando uma Unica solugdo que foi incubada
a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, a mistura de transfeccao foi distribuida
entre os frascos jaA com o meio DMEM alta glicose com adicdo de 2% de SFB. Os frascos

foram acondicionados em estufa a 37°C com atmosfera imida de 5% de CO, durante 5-6 dias.

3.4. Infecgdo e Construgdo do banco de amostras
3.4.1. Células Sf9

Apds 15 dias da transfeccdo, as células Sf9 ja com bacmideos foram transferidas dos
pocos da placa de cultivo para frascos tipo T-scm? com 80% a 90% de confluéncia de células
Sf9 e completou-se 0 volume do frasco Tzscm” com meio de cultura SF900 11® SFM, gerando
um volume de trabalho de 20mL. Esta transferéncia, caracterizada como infecgdo, foi
denominada como estoque viral na passagem um (P1). Para ampliar o estoque viral e construir
0 banco trabalho, duas outras passagens celulares infectadas com baculovirus recombinantes

(P2 e P3) foram realizadas a partir da P1.

3.4.2. Células HEK 293
Ja no cultivo das células HEK, decorridos 5-6 dias apés a transfeccdo, o meio adquiriu

um tom alaranjado indicando que todo o curso celular foi finalizado e que, possivelmente, os
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produtos foram secretados. Assim, todo o sobrenadante foi recolhido, centrifugado a 6000xg
por 20 minutos, filtrado e armazenado a 4°C até ser purificado. O concentrado de células,
resultante da filtracdo, foi ressuspendido em meio DMEM alta glicose com 10% SFB e 10%
DMSO e transferido para criotubos. Com uma concentracdo de, aproximadamente, 1x10’
células vidveis/mL os criotubos passaram por um processo de congelamento que consistiu em
deixa-los por 4h em freezer -20°C, 24h em freezer -80°C e, por fim, armazenamento definitivo
em nitrogénio liquido. Desta forma, foi criado um banco trabalho de células HEK

transfectadas para expressdo de catepsinas de cadeia longa e curta.

3.5.  Preparo dos controles positivos

Os controles positivos foram produzidos a partir de plasmideos para a expressdo de
SmCD1 e SmCD3 em E.coli, gerando catepsinas com peso molecular de 41 e 43kDa,
respectivamente.

Foram adicionados a um tubo de centrifuga do tipo Falcon® (Corning) de 50mL, 10mL
de meio LB e os antibidticos cloranfenicol (1:1000) e ampicilina (1:1000). Em seguida, com
auxilio de um palito de madeira, uma aliquota da amostras de E.coli recombinantes para
expressdo de SmCD3 e SmCD1 foi transferida para o tubo Falcon®, que em seguida foi
mantido a 37°C durante 40 minutos sob agitagdo no shaker. Por conseguinte, iniciou-se um
novo ciclo de 45 minutos numa temperatura de 42°C. Decorrido este tempo, foram
adicionados aproximadamente 13uL de IPTG a mistura, a qual foi mantida a 28°C por 45
minutos. O tubo foi centifugado e o sobrenadante descartado, restando apenas o concentrado
celular. As celulas bacterianas foram ressuspendidas com 500 pL de tampdo (100mM Tris
HCI pH 7.2 + 150mM NacCl) e sonicadas numa amplitude de 10%, pulso e intervalo de 0,5
por 3 minutos em gelo. Depois de sonicadas, as células foram centrifugadas a 22000 x g por

15 minutos, e a fracdo insoltvel congelada.

3.6.  Andlise da expressdo das proteinas heterdlogas
3.6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para verificar se as células Sf9 e HEK 293 realmente haviam expressado as proteinas de
interesse, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes
(SDS-PAGE).

Os sobrenadantes dos cultivos assim como as suspensdes celulares foram utilizados como
amostras a serem analisadas em gel (SDS-PAGE). Os controles positivos utilizados foram as

catepsinas heterdlogas SmCD3 e SmCD1 expressas em E.coli, conforme descrito no topico
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3.5. O marcador de peso molecular adotado foi o0 SDS-PAGE Molecular Weight Standards
Broad Range (Bio-Rad Laboratories, Inc). As amostras foram diluidas em tampédo de
aplicacdo (SDS Buffer) e, posteriormente, aquecidas em termociclador a 95°C por 5 minutos.
Apdbs desnaturacdo, as amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%. A corrida eletroforética foi realizada com uma diferenca de potencial constante de 200
V e 120 mAmp durante 45 minutos. Um dos géis foi corado com Coomassie Brillant Blue e o

outro, utilizado para a transferéncia e analise das proteinas por Western Blot.

3.6.2. Western Blot
3.6.2.1. Padronizacao da concentracéo dos anticorpos

Visando otimizar a visualizacdo da reacdo da detec¢do imunoldgica das catepsinas
produzidas, foi realizada a padronizacdo dos volumes de suspensdo celular e sobrenadante do
cultivo celular aplicados no gel de poliacrilamida, bem como as diluicbes de anticorpos
primario e secundario utilizados nas imunomarcacgdes. O anticorpo primario trata-se de um
soro de coelho anti-SmCD3 produzido no proprio laboratério e o anticorpo secundario, 19G
anti-coelho conjugada a peroxidase produzida pela Bio-Rad Laboratories.

Os parametros adotados nas corridas eletroforéticas das proteinas foram os mesmos
descritos no item 3.6.1. Para a padronizacdo as amostras aplicadas nos geéis de poliacrilamida
foram os extratos das indugdes realizadas em E.coli (item 3.5). Duas etapas de padronizagéo
foram realizadas, e os volumes de amostra utilizados em cada uma delas estdo descritos nas
tabelas 3.1 e 3.2.

As proteinas foram transferidas para membranas de PVDF (Amersham™ Hybond™
Membranes - GE Healthcare Life Science) através do sistema Trans-Blot® Turbo™ Transfer
(Bio-Rad Laboratories, Inc.) usando voltagem constante de 15V durante 20 minutos. Apds a
transferéncia, as membranas foram incubadas com 20 mL de tampéo de bloqueio (Tris-HClI,
pH 7.2 contendo 5% (p/v) de leite em po6 desnatado e 0,03% (v/v) de Tween 20) por 20h
(overnight) em geladeira. Para a imunomarcacéo, foi utilizado soro de coelho anti-SmCD3
como anticorpo primario e a incubagdo das membranas foi feita de acordo com as variantes de
diluicdo do soro policlonal, presentes da tabela 3.3, durante 4h, sob agitacdo a temperatura
ambiente. As lavagens da membrana, ap0os a incubacédo, foram realizadas em 3 ciclos de 10
minutos com tampé&o Tris-HCI pH 7.2 diluido em agua (1:1000). Em seguida, as membranas
foram incubadas com diferentes diluigdes, conforme apresentado na tabela 3.4, do anticorpo

secundario. Apos 3 ciclos de lavagem adicionais, a membrana foi submetida a revelagdo por
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deteccdo através do kit Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Inc.) em
filme para contraste (Hyperfilm ECL - GE Healthcare Life Science).

Tabela 3.1: Volumes de amostra (extrato de indugdo em E. coli) e demais reagentes adotados
no primeiro teste de padronizacdo da concentracdo de anticorpos utilizados na deteccédo
imunologica das proteinas heterdlogas.

Padronizacéo 1
Amostra (uL)  Tampéo(uL) H,O(pL) Volume total (uL)
48 12 - 60
24 12 24 60

Tabela 3.2: Volumes de amostra (extrato de indugdo em E. coli) e demais reagentes adotados no
segundo teste de padronizagdo da concentracdo de anticorpos utilizados na detec¢do imunolégica das
proteinas heter6logas.

Padronizacéo 2
Amostra (uL)  Tampdo(uL)  H,O(uL) Volume total (uL)

48 12 - 60
24 12 24 60
12 12 36 60

Tabela 3.3: Dilui¢bes do soro de coelho anti- SmCD3 adotadas na realizagdo do primeiro e segundo
testes de padronizacdo da concentracdo de anticorpos utilizados na deteccdo imunoldgica das proteinas
heter6logas.

Anticorpo primario

Padronizago 1 1:3000 1:5000 1:8000
Padronizacgéo 2 1:8000

Tabela 3.4: Diluig¢6es de 1gG anti-coelho conjugada a peroxidase adotadas na realizacao do primeiro e
segundo testes de padronizacdo da concentracdo de anticorpos utilizados na deteccdo imunoldgica das
proteinas heter6logas.

Anticorpo secundario

Padronizacdo 1  1:10000 1:20000 1:15000
Padronizagdo 2  1:20000 1:25000 1:30000
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3.6.2.2.  Deteccdo imunoldgica a partir das amostras do banco trabalho
3.6.2.2.1. SmCD3HBM e SmCD3CT

O ensaio de deteccdo imunoldgica das catepsinas SmMCD3 HBM e SmCD3 CT, com a
finalidade de confirmar a expressdo das proteinas heterdlogas, foi realizado a partir de
aliquotas retiradas do estoque viral referente a passagem P4 oriundo do banco trabalho
construido a partir dos cultivos celulares infectados com baculovirus recombinantes. Os
parametros adotados tanto na realizacdo da eletroforese quanto do Western Blot foram
equivalentes aos descritos nos topicos 3.6.1 e 3.6.2.1, respectivamente. Aqui, 0 volume de
amostra utilizado seguiu a primeira proposta da padronizacdo 1 (tabela 3.1), ou seja, 48uL da
amostra ( suspensao celular ou sobrenadante) e 12 pL de tampdo apenas, totalizando 60 L.

3.6.2.2.2. SmCD1.1eSmCD1.2

A confirmacgdo da expressdo das proteinas heterélogas SmCD1.1 e 1.2, por meio da
deteccdo imunologica, foi realizada a partir dos géis resultantes da eletroforese descrita no
item 3.6.1. As proteinas presentes nos geis foram entdo transferidas seguindo o procedimento
proposto no item 3.6.2.1, mas utilizando soro de coelho anti-SmCD1 como anticorpo

primario.

3.7.  Purificacdo
3.7.1. Catepsina heter6loga SmCD3

Visto que a proteina SmMCD3 HBM foi programada para ser secretada e portanto, se
apresentaria solivel no meio de cultura, inicialmente foi realizada a purificacdo apenas desta
catepsina por conta da facilidade. Entdo, para a purificacdo da catepsina SmCD3 foram
adicionados 50 pL de resina de afinidade ao niquel HIS-Select® (Sigma- Aldrich) a um tubo
de microcentrifuga e centrifugado a 5000 x g por 3 minutos. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido e 200 pL de tampéo de equilibrio (Na,HPO4 50mM, NaCl 0,5mM,
Imidazol 20mM, pH 8,0) foram adicionados e o tubo novamente centrifugado a 5000 x g por
3 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi removido e descartado. Foram adicionados 100 pL
da solucéo contendo a proteina recombinante e homogeneizados por 1 minuto. A mistura foi
centrifugada durante 30 segundos a 5000 x g e o sobrenadante reservado. A resina de
afinidade foi lavada duas vezes com 500 pL de tampéo de lavagem (Na;HPO4 50mM, NaCl
0,3mM, Imidazol 10mM, pH 8,0) e, apds centrifugacdo, o sobrenadante foi guardado para

analises posteriores. A proteina foi entdo eluida com 50 pL de tampéo de eluicdo (Na;HPO,
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50mM, NaCl 0,3mM, Imidazol 250mM, pH 8,0). Todas as fragdes foram analisadas por SDS-
PAGE para determinar se a proteina teve afinidade pela resina e foi eluida.

3.7.2. Catepsinas heterdlogas SmCD 1.1e 1.2

A purificagdo dos sobrenadantes recolhidos dos cultivos de célula HEK 293 (topico
3.4) foi realizada por cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados (IMAC) em
coluna de niquel HisTrap™ (GE Healthcare Life Sciences) de 5SmL. A coluna foi equilibrada
com 40mL de tampdo de lavagem ( Tris 50mM, NaCl 500mM, Imidazol 30mM). A cada
20mL de sobrenadante injetado na coluna com auxilio de uma seringa, a mesma era lavada
com outros 20mL de tampdo de lavagem, para eliminar as proteinas ndo-ligadas. As proteinas
heter6logas SmCD1.1 e 1.2 foram eluidas da coluna com 10mL de tampé&o de eluigdo ( Tris
50mM, NaCl 500mM, Imidazol 500 mM). Por fim, a coluna foi reequilibrada com tampéo de
lavagem e conservada em EtOH 20%. As fracdes cromatogréaficas foram submetidas a anélise
eletroforética em gel de poliacrilamida e Western blot.

3.8.  Cinética de crescimento celular
3.8.1. Cinética Sf9 controle e Sf9 transfectada

As cinéticas foram realizadas com células Sf9 controle e transfectadas em meio SF900
1I® SFM, durante 15 dias. Foi utilizado um frasco Tpscm? para cada dia da cinética,
totalizando 15 frascos com um volume de 5mL de meio de cultura e inéculo de 2,0x10°
cel/mL. Os frascos foram dispostos em uma estufa a 28°C sem atmosfera Umida de CO,.
Diariamente, a viabilidade e a concentragdo celular foram determinadas, através de
microscopia Optica, por contagem em camara de Neubauer pelo método de exclusdo celular
com azul de Trypan, que cora as células mortas devido a permeabilidade da membrana e

permite a distingdo entre células viaveis e ndo viaveis.

3.8.2. Cinética HEK controle e HEK transfectada

Os subcultivos, tanto da HEK controle quanto da transfectada, foram ampliados e,
uma vez obtida a quantidade celular suficiente para a realizacdo dos experimentos, as
suspensdes celulares foram homogeneizadas e transferidas para tubos estéreis, que foram
centrifugados a 1500 x g por 5 minutos. Apés o pellet ter sido ressuspendido em 10mL de
meio DMEM alta glicose, uma aliquota de 1mL foi retirada para verificar se a concentracdo
celular era adequada para realizacdo da cinética, que necessitava de pelo menos

1,5x10’células vidveis/mL para que os 15 frascos contivessem um inéculo de 2,0x10° cel/mL.
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As cinéticas foram realizadas com células HEK controle e transfectadas em meio
DMEM alta glicose com adigdo de 2% de SFB, durante 15 dias. Foi utilizado um frasco
T,scm? para cada dia da cinética, totalizando 15 frascos com um volume de 5mL de meio de
cultura e inéculo de 2,0x10° cel/mL. Os frascos foram dispostos em uma estufa a 37°C em
atmosfera de CO,. Diariamente, a viabilidade e a concentracdo celular foram determinadas,
através de microscopia Optica, por contagem em camara de Neubauer pelo método de

exclusdo celular com azul de Trypan.
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4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo descritos os resultados da padronizacdo das diluigdes dos anticorpos
para realizacdo do Western blot, das transfeccdes e expressdes de proteinas heter6logas em
Sf9 e HEK 293, das cinéticas de crescimento das células Sf9 e HEK, assim como a purificacdo

das catepsinas produzidas.

4.1 Padronizagéo das concentragdes de anticorpos

Apobs a revelacdo na cdmara escura em filme para contraste, foi possivel observar que cada
fragmento da membrana de PVVDF aplicada na padronizacdo das concentrac@es dos anticorpos
teve um perfil de revelagdo, umas com fundo mais escuro e outras com menos. Desta forma,
de fato a concentracdo de anticorpo utilizado tanto na primeira quanto na segunda incubacao
influencia diretamente a qualidade da revelagéo.

Observando a figura 4.1 é possivel perceber que os fragmentos da membrana que foram
submetidos a incubagGes contendo maiores diluicbes de anticorpo, portanto menores
concentragfes do mesmo, sofreram menos interferéncia na revelagdo e apresentaram um
fundo mais claro, facilitando a visualizacdo das bandas proteicas que tornaram-se mais
evidentes. Assim, a partir dos resultados desta primeira padronizacdo, foi determinado que a
diluicdo adotada para o o anticorpo primario fosse de 1:8000. J& para a incubagdo com o
anticorpo secundario, houve davida entre as dilui¢cdes de 1:20000 e 1:15000.

A fim de resolucionar qual das duas diluicdes seriam aplicadas nos ensaios de deteccdo
imunoldgica das proteinas, foi realizada uma segunda padronizacdo. Nesta padronizagdo foi
assumido para o anticorpo priméario a diluicdo 1:8000 e para o secundario, foram propostas

diluicbes maiores que as ja determinadas como adequadas na primeira padronizacéo.
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Figura 4 1: Filme de revelacdo de contraste referente a padronizacdo 1. As dilui¢cbes dos anticorpos
priméario e secundario utilizadas, descritas na tabela 3.3, foram identificadas por nimeros e letras,

respectivamente.

Na segunda padronizacdo foi observado que, apds a revelacdo, as menores concentracdes
de anticorpo permitiram uma melhor visualizacdo das bandas especificas, conforme figura
4.2. No entanto, o fragmento da membrana de PVDF que foi incubado com o tampé&o de
imunomarcacdo com 1:25000 de anticorpo secundario teve uma revelacdo melhor que os
demais, visto que o filme ficou mais claro e as bandas da proteina mais evidentes na regido
correspondente ao fragmento.

Assim, a partir dos testes realizados para determinar as concentragcdes dos anticorpos
utilizados na detec¢do imunoldgica das proteinas heterélogas expressas tanto em células de
inseto quanto em células de mamifero, chegou-se a conclusdo de que as diluicBes que
permitiram as melhores visualizagbes das bandas proteicas, com menor interferéncia de

fundo, foram 1:8000 para o anticorpo primario e 1:25000, para o secundario.
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Figura 4.2: Filme de revelagdo de contraste referente a padronizacdo 2. As dilui¢des utilizadas do
anticorpo secundario, descritas na tabela 3.4, foram identificadas por letras.

4.2 Expressao das proteinas heterélogas
4.2.1 Expressao em Sf9

Foram realizados diversos testes de deteccdo proteica com as suspensdes celulares e 0s
sobrenadantes de cultivo celular correspondentes aos estoques virais das passagens P1,P 2 e
P3, no entanto, em nenhum deles houve a confirmagdo da expressdo da catepsina.
Entretanto, a partir da reinfeccdo para a obtencdo do estoque viral de quarta passagem (P4)
tanto da construcdo HBM quanto CT, foi possivel visualizar discretas bandas proteicas abaixo
e na mesma altura do controle positivo, como mostrado na figura 4.3A. No entanto, s6 é
possivel determinar com certeza a presenca das proteinas de interesse com os resultados dos
ensaios de detecgdo imunoldgica.

Entdo apods a realizagdo do Western blot, no qual a membrana de PVDF a qual foram
transferidas as proteinas do gel, mostrado na figura 4.3A, foi submetida a imunomarcacgao
com anticorpo policlonal anti-SmCD3, foi observada a presenca de trés bandas proteicas
indicando que, possivelmente, houve degradacao.

As bandas proteicas que foram imunodetectadas correspondem as amostras retiradas
do estoque viral referente a passagem 4 (P4). As bandas que se mostraram relativamente mais
intensas foram as das aliquotas do sobrenadante do estoque viral da catepsina SmCD3 HBM e
da suspensdo celular do estoque da catepsina SmCD3 CT (figura 4.3B).
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Também foi identificada a reacdo cruzada do anticorpo com o marcador de peso
molecular através da visualizagdo de uma banda correspondente ao inibidor da tripsina de soja
(21 kDa).
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Figura 4.3: (A) Gel de poliacrilamida 12%, corado com Coomassie Brillant Blue, da eletroforese
desnaturante executada a partir dos estoques virais correspondentes a passagem 4 (P4) das construgdes
HBM e CT da catepsina SmCD3. Como controle positivo foi utilizada a catepsina SmCD3 induzida
em E. coli. Numeros impares: suspensdo celular. Nimeros pares: Sobrenadante. 1,2,5 e 6 foram
aplicadas aliquotas do estoque correspondente a passagem 3 (P3). Nos pogos 3,4,7, e 8, aliquotas
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correspondentes & passagem 4 (P4). Setas indicam a existéncia de discretas bandas proteicas
correspondentes ao peso molecular caracteristico da catepsina SmCD3. Ao lado direito, o padrdo de
peso molecular utilizado. (B) : Filme de contraste da expressdo da catepsina SmCD3 apds revelacao.
Setas evidenciam a visualizagdo das bandas protéicas nas amostras.

4.2.2 Expressdo em HEK 293

Assim como as poteinas obtidas por expressdo em células de inseto, a presenca das
proteinas nos sobrenadantes dos cultivos de células HEK293 foi verificada através da analise
por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida. Foram observadas bandas proteicas,
possivelmente, correspondentes & catepsina SmCD1 tanto no gel referente a forma longa
(figura 4.4A, ver seta) quanto a forma curta (figura 4.5A, ver seta) ja que ap0s a separacdo na
corrida eletrofética ficaram localizadas na mesma altura do controle positivo. A banda
localizada acima da identificada como sendo a proteina heter6loga corresponde a albumina
presente no soro fetal bovino adicionado ao meio de cultivo (figuras 4.4A e 4.5A, ver estrela).
A expressdo das catepsinas também foi confirmada com a revelacdo do filme de contraste
apos o Western Blot.

As bandas da forma longa da catepsina SmCD1, na revelagcdo do filme de contraste
(figura 4.4B), foram detectadas a partir da utilizagdo de 7pL de sobrenadante, que
corresponde ao quinto poco do gel de poliacrilamida da figura 4.4A. Assim, conforme maior o

volume de amostra utilizado, mais intensa a banda foi revelada no filme.
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Figura 4.4: (A) Gel de poliacrilamida 12%, corado com Coomassie Brillant Blue, da eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida 12% do sobrenadante do cultivo celular correspondente a
construcdo da catepsina SmCD1 de forma longa. Seta indicando a presenca de banda correspondente
ao peso molecular referente a SmMCD1. Observa-se o aumento gradual da intesidade das bandas devido
ao aumento do volume de amostra utilizado na determina¢do do volume minimo necessario para a
visualizac@o da proteina. Como controle positivo foi utilizada a catepsina SmCD1 induzida em E. coli.
(B) Filme de contraste da catepsina SmCD1.1 apds revelacdo. Seta evidencia visualizacdo da banda.
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Como foi visto que a catepsina SmCD1.1 foi imunodetectada a partir da utilizacdo de
um volume de 7uL de amostra, optou-se por realizar a confirmagdo da expressdo da forma
curta da catepsina a partir da aplicacdo do dobro do volume que gerou a visualizacdo mais
intensa da banda proteica. Assim, no gel de SDS-PAGE da SmCD1.2 foram aplicados apenas
20uL de sobrenadante (figura 4.5A). Desta forma, apo6s a revelacdo do filme de contraste
(figura 4.5B), foi evidenciada uma Unica banda proteica que, possivelmente, corresponde a
forma curta da catepsina SmCD1 tendo em vista que foi imunomarcada com o anticorpo anti-
SmCD1.
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Figura 4.5: (A) Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% do sobrenadante do cultivo
celular correspondente a construgdo da catepsina SmCD1 de forma curta. Seta indicando a presenca de
banda correspondente ao peso molecular referente a SmCD1. Como na analise anterior foi
determinado que o volume minimo que gerou a melhor visualizacdo da proteina foi de 10uL, nesta
eletroforese utilizou-se apenas o dobro do volume minimo. (B) Filme de contraste da catepsina
SmCD1.2 ap6s revelacdo.
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4.3 Purificacéo das catepsinas produzidas
4.3.1 Catepsina heterdloga SmCD3 expressa em Sf9

A purificacdo da catepsina SmCD3 ndo gerou resultados satisfatorios, visto que, ao
analisar as fracfes obtidas por eletroforese desnaturante, ndo foram observadas bandas
proteicas correspondentes a proteina heteréloga tanto no SDS-PAGE (figura 4.6A) quanto na
revelacdo do filme de constraste do Western Blot (figura 4.6B). Neste Gltimo, a Gnica banda
visualizada foi a do controle positivo. Este resultado sugere que a metodologia utilizada nédo
tenha sido adequada para a purificagdo da proteina que, possivelmente, estaria em baixa

concentracdo nas amostras utilizadas.
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Figura 4.6: (A) Gel de poliacrilamida 12%, corado com Coomassie Brillant Blue , da eletroforese
desnaturante das fracGes obtidas na purificacdo da forma HBM da catepsina SmCD3. Como controle
positivo foi utilizada a catepsina SmCD3 induzida em E. coli.(B) Filme de contraste da SmCD3 ap6s
revelacdo, sendo observada apenas a banda do controle positivo.

4.3.2 Catepsinas heterdlogas SmCD 1.1 e 1.2 expressas em HEK 293

Apenas com a purificacdo por cromatografia por afinidade ao ions metalicos dos
sobrenadantes dos cultivos de células HEK através da utilizacdo da coluna de afinidade ao
niquel foi possivel visualizar com mais clareza as bandas correspondentes as proteinas
heter6logas. Pode-se afirmar que, tanto a purificacdo do sobrenadante proveniente da
transfeccdo destinada a obtencdo da catepsina de forma longa (figura 4.7A) quanto da
catepsina de forma curta (figura 4.8A), foram eficientes ja que deram origem a uma banda
unica no gel.

Embora as bandas que compdem o marcador de peso molecular ndo tenham sido
visualizadas no gel de SDS-PAGE da forma longa da catepsina SmCD1 (figura 4.7A), a
identificacdo das bandas correspondentes a protease foi realizada por comparacdo com o
controle positivo, considerando que seu perfil de localizagcdo no gel de poliacrilamida 12% ja
mostrou-se bem definido nos ensaios anteriores. Entdo, assumindo que na raia relativa a
fracdo da eluicdo, a banda encontra-se na mesma altura da banda do controle positivo, logo
préximo a banda corresponde a 45kDa do marcador, indicando que possuem peso molecular
igual ou semelhante ao da catepsina SmCD1.

Apesar da visualizacdo através do SDS-PAGE, no Western Blot ndo houve
identificacdo da banda caracteristica da catepsina SmCD1.1, apenas da banda correspondente

ao controle positivo, conforme mostrado na figura 4.7B.
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Figura 4.7: (A) Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% das fra¢Ges obtidas na
purificacdo da SmCD1.1. A seta indica a presenca da banda de peso molecular correspondente
a catepsina D de S. mansoni. Como controle positivo foi utilizada a catepsina SmCD1
induzida em E. coli.(B) Filme de contraste revelado contendo apenas a banda correspondente

ao controle positivo.

Diferente dos resultados obtidos com a forma longa da catepsina SmCD1, a

purificacdo por cromatografia de afinidade ao niquel da forma curta da catepsina SmCD1, ou
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SmCD1.2, gerou uma banda mais intensa apds a etapa de eluicao (figura 4.8A). Além disso, a
imunodetecgdo também foi bem sucedida, tendo em conta a visualizacdo de uma banda
intensa e Unica, tanto na fracdo eluida quanto na amostra antes da purificacdo, na mesma
altura do controle positivo (figura 4.8B).
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Figura 4.8: (A) Eletroforese deshaturante em gel de poliacrilamida 12% das fracGes obtidas na
purificacdo da SmCD1.2. A seta indica a presenca da intensa banda correspondente a proteina
heterdloga, apresentando-se na mesma altura da banda referente ao controle positivo. SmCD1 induzida
em E. coli foi utilizada com controle positivo. (B) Filme de contraste com trés bandas intensamente
marcadas: amostra antes da purificacdo, fracdo da elui¢do e controle positivo. Em destaque, a fragéo
da eluicdo que corresponde 8 SmCD1.2.
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4.4 Cinética de crescimento celular

A determinacéo da cinética de crescimento foi realizada tanto com células de inseto da
linhagem Sf9 quanto com células de mamiferos da linhagem HEK 293. Foi admitida uma
concentracdo de 2,0x10° células vidveis/mL para o inéculo celular inicial de ambas as
linhagens, que foram cultivadas em frascos de cultivo do tipo T25cm?. Por questdes de
logistica de espaco e disponibilidade de material, os cultivos foram realizados em uniplicata e
as contagens, em duplicata. Os valores médios com seus respectivos desvios obtidos a partir
das contagens das cinéticas de crescimento celular e viabilidade séo apresentados em gréaficos

nos topicos abaixo.

4.4.1 Estudo dos cultivos de células Sf9
4.4.1.1 Cinética controle

O acompanhamento do crescimento celular das células Sf9 ndo transfectadas foi
iniciada com um indculo de 2,75+0,3x10° células viaveis/mL. Ja no primeiro dia de cultivo, a
concentracdo aumentou quase 3,5 vezes em relacdo ao dia zero. No segundo e terceiro dia as
concentracdes apresentaram valores relativamente préximos, sendo registrado 14,4+7,8x10°
células viaveis/mL e 17,5+11,9x10° células viaveis/mL, respectivamente. No quarto dia foi
possivel verificar uma concentragdo de 30,7+18,7x10° células vidveis/mL. A partir do quinto
dia foi observado o inicio da fase exponencial com uma concentracdo de 48,7+18,7x10°
células vidveis/mL. No sexto dia a variacdo na concentracdo seguiu a taxa de crescimento
observada no dia anterior, no qual houve um aumento de pouco mais de 1,5 vezes no valor da
concentrac&o. Ja no dia sete a concentracio atingida foi de 140,5+0,7x10° células viaveis/mL
e resgistrou-se 0 maior valor para a viabilidade, como pode ser observado na figura 4.9. A
partir do oitavo dia do cultivo, o crescimento celular, possivelmente, atingiu sua fase
estacionaria visto que os valores observados estiveram préximos ao valor maximo de
concentracdo celular de 185,9+4,3x10°, o qual foi atingido no nono dia. A partir no décimo
primeiro dia foi possivel observar o rapido declinio na viabilidade das ceélulas, sendo
registrado o valor de 41%. No décimo segundo dia, confirmou-se a fase de morte do cultivo
com o registro de uma concentracdo celular de 70+12,7x10° células viaveis/mL. Nos dois
ultimos dias do cultivo, a viabilidade chegou a menos de 20% e as concentragdes atingidas
foram de 43+7,3x10° células vidveis/mL e 23,2+6,0x10° células viaveis/mL.



200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Concentragdo celular
x105 células vidveis/mL

Viabilidade(%)

48

01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo de cultivo (Dias)

—@— Sf9 selvagem

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo de cultivo (Dias)

—@— 59 selvagem

Figura 4.9: Gréficos com as médias e desvios obtidos no acompanhamento do crescimento celular das
células Sf9 ndo transfectadas ou selvagem. (A) Crescimento celular ao longo dos dias da cinética. (B)
Viabilidade celular registrada durante a cinética.
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4.4.1.2 Cinéticas com celulas transfectadas

Na cinética de crescimento das células Sf9 transfectadas com o vetor de expressdo para
a SmCD3 HBM, a concentragdo inicial do indculo no dia 0 (zero) foi de 2,25+ 0,3x10° células
viaveis/mL e ao fim do primeiro dia de cultivo, houve um aumento de cerca de 4 vezes na
concentracdo de células viaveis, totalizando 9,6+ 0,5x10° células viaveis/mL. No segundo dia
de cultivo o crescimento celular apresentou um aumento de quase 6 vezes em relacdo ao dia
zero de cultivo, atingindo uma concentragdo celular de 1,3+2,1x10° células viaveis/mL. Entre
os dias 3 e 4, a variacdo foi minima considerando as concentracdes de 2,1+3,4x10° células
vidveis/mL e 2,5+0,5x10° células vidveis/mL, respectivamente. A partir do quinto dia de
cultivo foi notado o inicio da fase exponencial, visto que a taxa de crescimento celular tornou-
se relativamente constante. Entdo, no dia 5 a concentracdo celular alcancada foi de 3,87%
4,5x10° células vidveis/mL e, seguindo a razdo de crescimento, no dia 6 a concentragio
atingiu o dobro da anterior. O mesmo ocorreu no sétimo dia, no qual a concentracéo chegou a
1,44+4,2x10" células vidveissmL. J& no oitavo dia de cultivo, as células atingiram sua
concentragcdo maxima com cerca de 1,50+ 12,7x10’ células viaveis/mL. A partir disto, foi
possivel observar a diminuicdo da taxa especifica de crescimento, em resultado da diminuicao
dos valores limitantes do crescimento celular. Entdo, no dia 9 ocorreu a diminui¢do da
concentracdo para 1,39+5,6x10° células vidveis/mL. Também foi possivel observar um
declinio consideravel da viabilidade celular neste dia, como mostrado na figura 4.10. .Assim,
podemos afirmar que, a partir deste ponto, a taxa de morte celular estd aumentando e a de
crescimento, diminuindo ou € inexistente. No décimo dia a concentracdo contabilizada foi de
1,28+4,24x10" células viaveis/mL e partir de entdo, a porcentagem de viabilidade tornou-se
cada vez menor, assim como as concentracdes celulares. Portanto, no décimo primeiro dia, a
concentracdo foi de 9,2+24,7x10° células viaveis/mL. No décimo segundo dia a viabilidade
registrada foi de apenas 25% e a concentracdo celular caiu para 6,0+1,4x10° células
viaveis/mL. No penultimo dia, a viabilidade foi reduzida a menos da metade do dia anterior e
a concentracdo celular chegou a 1,5+1,4x10° células viaveis/mL. Por fim, registrou-se uma
concentracdo de 5+1,4x10° células vidveis/mL acompanhada de uma viabilidade de 7% no

ultimo dia da cinética de crescimento.
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Figura 4.10: Gréficos com as médias e desvios obtidos no acompanhamento do crescimento celular
das células Sf9 transfectadas para a expressao da catepsina SmCD3 HBM. (A) Crescimento celular ao
longo dos dias da cinética. (B) Viabilidade celular registrada durante a cinética.

Assim como na cinética das células Sf9 transfectadas para a producdo da catepsina
SmCD3 HBM, o indculo inicial referente ao dia zero (0) da cinética com as células que
expressavam a catepsina SmCD3 CT também foi de 2,25+0,3x10° células viaveis/mL. Os
valores para a concentracdo celular seguiram semelhantes aos registrados na primeira cinética
até o terceiro dia de cultivo, cujo valor atingido foi de 2,0+9,1x10° células viaveis/mL. No dia
4 a concentracdo celular observada foi de 3,02 +18,0x10° células viaveis/mL. Do quinto ao
sétimo dia foi possivel determinar como o periodo da fase exponencial, conforme a figura

4.11. Neste dltimo, as células alcancaram sua concentracdo maxima com 1,42+15,5x10’
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células vidveis/mL e nos dois dias seguintes, a concentracdo manteve-se relativamente
constante caracterizando a fase estacionaria do crescimento. A partir do décimo dia ocorreu
um declinio tanto na concentragcdo celular quanto na viabilidade, que havia sido mantida
constante até entdo. A concentracdo no dia 12 chegou a 2,1+8,4x10° células viaveis/mL,ou
seja, quase um terco da observada no dia anterior. No penultimo dia o nimero de células
mortas ultrapassou a concentracdo celular méxima alcangada e gerou um viabilidade de
apenas 11%. E, no décimo quarto dia de acompanhamento do crescimento celular, a Gltima

concentracéo celular verificada foi de 7+0,3x10° células viaveis/mL.
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Figura 4.11: Graficos com as médias e desvios obtidos no acompanhamento do crescimento celular
das células Sf9 transfectadas para a expressdo da catepsina SmCD3 CT. (A) Crescimento celular ao
longo dos dias da cinética. (B) Viabilidade celular registrada durante a cinética.
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4.4.2 Estudo dos cultivos de celulas HEK 293
4.4.2.1 Cinéticas controle

A cinética com células HEK 293 nao transfectadas foi iniciada a partir de um inéculo
de 2,0x10° células viaveis/mL e uma viablidade de 100%. J4 no primeiro dia, a concentragéo
celular apresentou-se 5 vezes maior em relacdo ao dia zero e a viabilidade manteve-se
constante até o dia quatro do cultivo. No segundo dia houve uma ligeira variacdo e a
concentracdo passou para 1,15+0,4x10° células vidveis/mL. Do terceiro ao sexto dia, devido
ao aumento consideravel da concentracdo celular, foi possivel observar que durante este
periodo o crescimento passou por sua fase exponencial. No sexto dia a concentracdo de
células viaveis por mililitro foi de 7,27+13,2x10°, cerca de quase 4 vezes o valor observado
no inicio da fase exponencial, conforme a figura 4.12. A partir do sexto dia foi observado que
a concentracdo atingiu um valor com minimas variac6es, indicando a fase estacionaria do
ciclo celular. Neste espaco de tempo, as células alcancaram sua concentracdo maxima de
crescimento com 7,76+1,6x10° células viaveis/mL. J& no décimo primeiro dia iniciou-se o
declinio da concentragdo celular, percebida pela variacdo de 7,13+1,5x10° células viaveis/mL
para 6,4+3,8x10° células vidveis/mL. Foi observado entdo o inicio da morte celular. No
penultimo dia a concentracdo chegou a metade verificada no décimo segundo dia de cultivo,
apresentando 2,99+0,1x10° células viaveis/mL. Finalmente, no décimo quinto dia do cultivo, e
portanto o Gltimo, verificou-se uma concentragdo de 9,9+0,2x10° células viaveis/mL e uma
viabilidade de 64%.
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Figura 4.12: Gréaficos com as médias e desvios obtidos no acompanhamento do crescimento celular
das células HEK 293 ndo transfectadas ou selvagem. (A) Crescimento celular ao longo dos dias da
cinética. (B) Viabilidade celular registrada durante a cinética.

4.4.2.2 Cinéticas com células transfectadas

A cinética com as células HEK 293 transfectadas com o vetor de expressdo da forma
longa da catepsina SmCD1 também foi iniciada com um inéculo de 2x10° células viaveis/mL.
No primeiro dia de cultivo a concentracdo de células vidveis por mililitro quase triplicou em
relagdo ao valor do inéculo. No segundo dia foi observada uma concentragio de 9,3+0,2x10°
células viaveis/mL, conforme figura 4.13. A partir do terceiro dia de cultivo ocorre um ligeiro
aumento no crescimento celular, refletido no aumento da concentracéo até o sexto dia, no qual
foi atingido o valor maximo de crescimento de 1,51+0,6x10° células vidveis/mL. Com esta
informacgdo podemos afirmar que o crescimento méximo alcancado pelas células HEK 293

transfectadas foi de apenas pouco mais de 7 vezes o valor do inéculo inicial. J& no oitavo dia
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de cultivo ocorreu um declinio na viabilidade e portanto, uma reducdo também na
concentracdo de células viaveis que caiu para 1,37+2,5x10° células viaveis/mL. Nos demais
dias confirmou-se a fase de declinio do crescimento com a constante reducdo da viabilidade,
que a partir do décimo primeiro dia foram registradas abaixo de 50%. Nos décimo segundo e
décimo terceiro dias do cultivo as concentraces celulares foram 4,2+2,5x10° células
vidveis/mL e 3,5+0,7x10° células viaveis/mL, respectivamente. Enfim, no dltimo dia a
concentracéo foi reduzida a um valor menor que o inéculo inicial, chegando a 1,4x10° células

viaveis/mL com uma viabilidade de 14%.
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Figura 4.13: Gréficos com as médias e desvios obtidos no acompanhamento do crescimento celular
das células HEK 293 transfectadas para a expressdo da forma longa da catepsina SmCD1. (A)
Crescimento celular ao longo dos dias da cinética. (B) Viabilidade celular registrada durante a
cinética.
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O inoculo inicial da cinética de crescimento com células HEK 293 transfectadas
também foi 2x10° células viaveis por mililitros, como o utilizado nas cinéticas descritas
anteriomente. No primeiro dia de cultivo a concentracdo atingiu 5,3+0,1x10° células
viaveis/mL. J& nos segundo e terceiro dias as células tiveram uma taxa de crescimento em
torno de 7 e 10 vezes, respectivamente, o valor do indculo inicial. No terceiro dia o cultivo
atingiu seu valor maximo de crescimento, chegando a 2,51+1,3x10° células viaveis/mL. Do
quarto ao oitavo dia, apesar da reducdo da viabilidade, houve pouca variagdo nas
concentracdes celulares. A patir do nono dia a reducdo da viabilidade passa a refletir o
comeco do declinio do crescimento celular, conforme observado na figura 4.14. Assim, no
décimo dia a concentracdo registrada foi de 1,37+1,1x10° células viaveis/mL e partir de entéo,
a porcentagem de viabilidade tornou-se cada vez menor, assim como as concentragdes
celulares, com excecdo do décimo primeiro dia no qual foi registrada uma concentracéo
semelhante a do décimo segundo dia.. No décimo terceiro dia de cultivo a viabilidade
registrada foi de 51% e a concentracdo celular caiu para 9+1,6x10° células viaveis/mL. No
penultimo dia, a viabilidade foi reduzida a menos de 50% e a concentragdo celular chegou a
6,2+0,4x10° células vidveis/mL. Por fim, registrou-se uma concentracdo de 4,3+0,2x10°
células vidveis/mL acompanhada de uma viabilidade de 45% no ultimo dia da cinética de

crescimento.
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Figura 4.14: Gréaficos com as médias e desvios obtidos no acompanhamento do crescimento celular
das células HEK 293 transfectadas para a expressdo da forma curta da catepsina. (A) Crescimento
celular ao longo dos dias da cinética. (B) Viabilidade celular registrada durante a cinética.



5. DISCUSSAO

Esquistossomose € uma doenca tropical causada por parasitas do género Schistosoma
que, de acordo com a OMS, afeta 200 milhdes de pessoas e € uma das parasitoses mais
disseminadas no mundo. Praziquantel, uma pirazina-quinolina acilada, tem sido a droga de
escolha para o tratamento. Embora seguro e possuir baixa toxicidade em animais, 0
praziquantel ndo apresenta efeito em ovos e formas imaturas do verme (Gryseels 2016).
Entdo, sua excessiva utilizacdo em areas endémicas gerou relatos de casos de resisténcia ou
perda da sensibilidade ao farmaco. Desta forma, buscar e desenvolver novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da esquistossomose torna-se uma necessidade.

Dentre as linhas de pesquisa direcionadas a descoberta de novos agentes de
tratamento, o estudo com proteinas tem se destacado na producdo de biofarmacos. Assim, a
obtencdo de proteinas heterdlogas € uma etapa de extrema importancia neste processo. Neste
caso, o primeiro desafio é escolher um sistema de expressdao que seja adequado com a
pretendida producdo de proteina.

Assim, o primeiro objetivo do trabalho foi produzir catepsinas através de sistemas de
expressao eucarionte, no entanto os resultados obtidos ndo foram compativeis com o
esperado, visto que nos ensaios com SDS-PAGE para a confirmacgédo da expressao o esperado
era visualizar bandas com 47 e 45kDa e as observadas possuiam 43kDa ou menos. Ja na
deteccdo imunologica por Western Blot, foi identificado um indicio de degradacéo e por isso,
0 que pode justificar a visualizacdo das bandas proteicas menores que as esperadas. Além
disso, a reacdo cruzada pde em ddvida a imunomarcacdo das catepsinas, revelando um
problema na utilizagdo de anticorpos policlonais.

Apesar disso, o resultado obtido na detectacdo imunologica da catepsina SmCD3
produzida em células de inseto da linhagem Sf9 pareceu razoavel tendo em vista que a
amostra retirada do sobrenadante do cultivo com células transfectas contendo a protease
produzida com sequéncia sinalizadora de expressdo extracelular (HBM) gerou bandas um
pouco mais intensas na detecgdo imunoldgica do que a retirada do estoque da suspenséo
celular. O inverso também é verdadeiro em relagdo a catepsina sem a sinalizagdo de expressao
celular. A catepsina SmCD3 CT teve sua banda melhor visualizada a partir da amostra
retirada da suspensdo celular. Em relacdo a produgdo das catepsinas nas células Sf9 é
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importante fazer uma observagdo que difere do relatado no manual do kit de expresséo: a
deteccdo das proteinas s6 foi possivel a partir da amplificacdo do quarto estoque viral,
enguanto o conhecido é que a obtencéo ja é observada a partir do segundo estoque viral. Uma
hipdtese seria a baixa expressdo proteica quando o estoque viral contém uma mistura de
baculovirus recombinantes e ndo recombinantes. Uma alternativa seria melhorar a purificacdo
na etapa de geracdo do baculovirus recombinante.

A respeito da obtencdo das formas longa e curta da catepsina SmCD1 produzidas em
células HEK 293 recombinantes, podemos dizer que as células estavam em estado receptivo
durante a transfeccéo, visto que ambas as proteases identificadas possivelmente correspondem
as catepsinas de interesse. Essa correspondéncia pdde ser determinada tanto pelo tamanho
molecular quanto pela deteccdo imunoldgica. As duas formas da catepsina apresentaram
tamanho correspondente ao esperado: 46kDa para a forma longa e 41kDa, para a curta. Na
deteccdo imunoldgica, também demonstraram especificidade ao anticorpo utilizado. Ademais,
foram realizadas trés transfeccdes para a producdo da SmCD1.2 e as trés apresentaram 0
mesmo resultado, comprovando a reprodutibilidade do método.

Apds a obtencdo das catepsinas, a proxima etapa foi chegar a sua forma pura para
realizar o estudo de caracterizacdo proteica. Todavia, alguns problemas surgiram nesta etapa.
O método utilizado na purificacdo das catepsinas foi a cromatografia de afinidade por ions
metalicos, neste caso ao niquel, que consiste na imobilizacdo da molécula de interesse, que
possui afinidade pelo ligante, em matriz cromatografica mediante ligacao seletiva reversivel.

O vetor construido para a producdo do baculovirus recombinante que expressaria a
catepsina SmMCD3 nas células Sf9 possuia em sua sequéncia 6 aminoacidos histidina, visando
facilitar a purificacdo da proteina produzida, visto que as resinas de niquel com seletividade a
histidina (HIS-Select Nickel Affinity) sdo desenhadas para se ligarem especificamemte as
proteinas contendo histidina. Apesar desta resina ter sido utilizada na purificacdo da SmCD3,
0 SDS-PAGE com as fragdes da purificacdo ndo apresentou bandas que pudessem ser
relacionadas com a presenca da proteina. Entre os fatores que podem ter favorecido a falha na
purificacdo, podemos listar: a concentragdo da proteina que, por ja estar reduzida na amostra,
apos todas as etapas da purificacdo pode ter diminuido e chegado a um valor menor que o
detectavel; e/ou a quantidade utilizada de resina ndo foi adequada. Além disso, como ja
abordado na introducdo deste trabalho, o sistema baculovirus € invariavelmente litico e a lise
pode apresentar potenciais problemas com respeito @ modificacdo das proteinas previamente
secretadas e liberagdo de materiais contaminantes que podem tornar complexo o processo de

purificacdo. Julgando que as condicBes utilizadas foram definidas a partir do que ja estava
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estabelecido na rotina do laboratério, 0 motivo mais provavel para ndo se ter consegu
realizar a purificacdo da SmCD3 é o primeiro.

Ja a purificacao das duas formas da catepsina SmCD1, apesar de ter sido executada de
forma equivalente para ambas, gerou resultados distintos. Enquanto a purificacdo da forma
curta fez com que a SmCD1.2 fosse visualizada como uma banda Unica e intensa tanto no
SDS-PAGE quanto no Western Blot, a purificagdo da forma longa deu origem a uma banda
discreta no SDS-PAGE, que ndo foi detectada no Western Blot. O fato do filme de contraste
ter revelado apenas a banda correspondente ao controle positivo, elimina a possibilidade de
que algum procedimento na técnica tenha sido executado de forma errada. Considerando que
a concentracdo de SmCD1.1 apds eluicdo foi de 0,07mg/mL e da SmCD1.2, 2,05mg/mL, a
baixa concentracdo da proteina na amostra pode ser uma justificativa, como no caso da
SmCD3. Outra possibilidade seria a ocorréncia de uma falha na realizacdo da transferéncia
para a membrana de PVDF, que somada ao fato da baixa concentracdo da proteina na amostra
pode resultar na ndo detecgdo da mesma.

Os valores registrados para a concentracdo celular na cinética das células Sf9
transfectadas para a expressdo da catepsina SmCD3 CT foram bem semelhantes aos
observados na cinética das células que expressavam SmCD3 HBM. A (nica observacdo é que
as células que expressaram a forma secretada da catepsina SmCD3 atingiram um valor
maximo de crescimento superior ao observado na construcdo intracelular. Este crescimento
superior refletiu-se também nas viabilidades celulares. Os valores relativos a primeira cinética
foram maiores em relacdo a segunda, cuja viabilidade registrada no dia zero é equivalente a
atingida no oitavo dia na cinética com as catepsinas secretadas, sugerindo que a coleta do
sobrenadante pode ser antecipado para evitar a producéo de metabolitos e possivel degradacao
das proteinas expressas. Portanto, a viabilidade também passa a ser um ponto importante de
divergéncia entre as cinéticas.

Jé& na cinética de crescimento em celulas HEK 293 controle e transfectadas, houve uma
grande diferenca nos resultados obtidos. O crescimento das celulas HEK 293 controle foi
cerca de 5 e 3 vezes maior quando comparado ao crescimento das células transfectadas para a
expressdo das catepsinas SmMCD1.1 e SmCD1.2, respectivamente. O menor valor registrado
para a maior concentracdo de células viaveis/mL foi o obtido no sexto dia de cultivo pelas
células transfectadas para a expressdo da forma longa da catepsina SmCD1.1. Considerando
que o vetor utilizado, tanto na transfecgcdo da forma longa quanto da curta, aumenta em 260pb
0 tamanho do produto de PCR, este aumento pode ter influenciado no metabolismo

bioquimico da célula fazendo com que crescessem menos que a HEK 293 controle.



6. CONCLUSOES

Dentro das condicGes em que foram realizados os experimentos e estudos mostrados, no

presente trabalho, foi concluido que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A expressdo da catepsina SmCD3 em células Sf9 s6 foi possivel a partir do estoque
viral P4.

O método utilizado na transfeccdo das células HEK 293 para a expressao da SmCD1.2
mostrou-se reprodutivel, visto que foi realizada trés vezes gerando 0S mesmos
resultados.

As diluicOes, determinadas pelos ensaios de padronizacdo, em que a imunodeteccao
das bandas proteicas foi melhor alcancada foi 1:8000 para o anticorpo primario e
1:25000, para o secundario.

Embora as purificagbes das catepsinas SmCD3 e SmCD1.1 n&o tenham sido
satisfatorias, a cromatografia por afinidade da SmCD1.2 gerou uma banda Unica e
intensa tanto SDS-PAGE quanto na revelacdo do Western Blot.

A cinética de crescimento das células Sf9 teve um perfil semelhante tanto na controle
quanto nas transfectadas, exceto quando se estabelece uma comparacdo entre as
células transfectadas. A viabilidade das células transfectadas para a expressdo da
catepsina SmCD3 HBM foi maior que a apresentada pelas células transfectadas para a
expressao da catepsina SmCD3 CT.

O crescimento das células HEK 293 controle foi cerca de 5 e 3 vezes maior quando
comparado ao crescimento das células transfectadas para a expressao das catepsinas
SmCD1.1 e SmCD1.2, respectivamente.
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8. ANEXO

8.1 Mapa e sequéncia dos vetores

8.1.1 SmCD3 HBM e SmCD3 CT

SmCD3 HBM:
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1201

atgaaattcttagtcaacgttgcccttgtttttatggtcgtatacatttcttacatctat
M K F L V NV A L V F M V V Y I s Y I Y
gcggatcgatcccttgagattgtgaaaattccactacacccattggaaagatccgattca
A D R S L E I VvV K I P L H P L E R S D S
ttgctggcacattatacgagttactttaatccttctaggaaaatatccatgtaccaatgg
L L. A H Y T SsS Y F N P S R K I S M Y Q W
aataagcaaaatacaactacatcagaacaactgattaattttgaaaactttcagtattat
N K @ N T T T s E ¢ L I N F E N F Q Y Y
ggtgagatatcagtgggaactccaccgcaaaaactacgagtgctgttcgatacaggatcg
G E I s v G T P P Q K L R V L F D T G S
actgacacatggttcgcttcaagggagtgttggtttcttgatatattttgttggacgttt
T b T w F A S R E C W F L D I F C W T F
cggttttatgatagctcgaaatcatcgacttatgtagcagatggttccagttatcttgtyg
R F Y DS s K s s T Yy v A D G S S Y L V
agttatctggatagtaatttctctggattttggagtgtggatactatacgaataggctcg
s 'y L. b s NF S G F W S VvV DT I R I G S
ttggtgattccgaatcaagcgttcgcagaaatgaggaatatatttaatggcgattactac
L v I P N Q A F A E M RN I F N G D Y Y
aattgtaaatatgatggaataattggcatgtcgagtaggaggatatcagaatacggaaac
N ¢ K ¥y b g I I 6 M S S R R I S E Y G N
attccgatgttcccgaatatactggcaaatggtgtgaatatggatccaatattttcattt
I p M F P N I L. A N GV N M D P I F S F
tatttagatcggggaagtgactcaggaatcggtggtgaattggtacttggtggtttcaat
y L. b RrR G S D S G I G GG E L Vv L G G F N
cccaaatatttcaagggtgattttgaatatatacctactgttcacaattatatgtgggtg
P K ¥y F K G DF E Y I P TV HN Y M W V
attcgaatgttaagtttgaaaataaatggagtagagttttgcaacatatgttccgectcett
I R M L S L XK I N G V E F C N I C S A L
attgatactggaacatcgttaattcttggaccacctgaacaagtgagacgaatcaattct
I b T™ 6 T S L I L G P P E O V R R I N S
ttacttggtactaatgacattcttggaagaaaatctcttgactgtttccgaattgatatg
L L. & T N D I L G R K S L D C F R I D M
ctcccatcgatcgagttgatctttcataggaagaaatacattctgaagccacgacactat
L p S I E L I F H R K K Y I L K P R H Y
atagtcaaggacaccccattatttttaaaaatttgtatgtcaccttttgaaccacattct
I v K b T P L F L K I C M S P F E P H S
tcgttacttccgaacacttgggttcttggtgaggcatttatgagaagattctatactgta
s L. L. p N T W V L G E A F M R R F Y T V
ttcgatttcggtcagcgaagaattggactggctgatgctgtgggaacaaagggcgaaaac
F D F G Q R R I G L A DAV G T K G E N
ttgtactttcaaggccatcaccatcaccatcactag 1236

L Y F Q G H H H H H H *
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ToPQ
| Hem s Il S [ Tev 6xHis

pFastBac™/

HBM-TOPO®

Molecular weight: 47443.42

Theoretical plI: 7.63
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SmCD3 CT:
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atggagattgtgaaaattccactacacccattggaaagatccgattcattgctggcacat
M E I Vv K I P L H P L E R S D S L L A H
tatacgagttactttaatccttctaggaaaatatccatgtaccaatggaataagcaaaat
Yy T s ' ¥y ¥ N P S R K I S M Y Q W N K Q N
acaactacatcagaacaactgattaattttgaaaactttcagtattatggtgagatatca
T T T S E O L I N F E N F QO Y Y G E I S
gtgggaactccaccgcaaaaactacgagtgctgttcgatacaggatcgactgacacatgg
v 6 T p P Q0 K L R V L ¥ D T G S T D T W
ttcgcttcaagggagtgttggtttcttgatatattttgttggacgtttcggttttatgat
F A S R E C W F L D I F C W T F R F Y D
agctcgaaatcatcgacttatgtagcagatggttccagttatcttgtgagttatctggat
s s K s s T Yy v A D G S S Y L v s Y L D
agtaatttctctggattttggagtgtggatactatacgaataggctcgttggtgattccg
s N *F S G F W S Vv DT I R I G s L Vv I P
aatcaagcgttcgcagaaatgaggaatatatttaatggcgattactacaattgtaaatat
N QO A F A EM U RNTI F N G D Y Y N C K Y
gatggaataattggcatgtcgagtaggaggatatcagaatacggaaacattccgatgtte
bp ¢ I I G M S S R R I S E Y G N I P M F
ccgaatatactggcaaatggtgtgaatatggatccaatattttcattttatttagatcgg
P N I L A N G V N M D P I F S F Y L D R
ggaagtgactcaggaatcggtggtgaattggtacttggtggtttcaatcccaaatatttce
G s bs G I G GGE L VL GG F N P K Y F
aagggtgattttgaatatatacctactgttcacaattatatgtgggtgattcgaatgtta
K 6 b F E Y I P TV HN Y MW V I R M L
agtttgaaaataaatggagtagagttttgcaacatatgttccgctcttattgatactgga
s L K I N G V E F C N I C S A L I D T G
acatcgttaattcttggaccacctgaacaagtgagacgaatcaattctttacttggtact
T s L I L G P P E Q V R R I N S L L G T
aatgacattcttggaagaaaatctcttgactgtttccgaattgatatgctcccatcgatce
N D I L G R K S L D C F R I D M L P S I
gagttgatctttcataggaagaaatacattctgaagccacgacactatatagtcaaggac
E L I ¥F H R K K Y I L K P R H Y I VvV K D
accccattatttttaaaaatttgtatgtcaccttttgaaccacattcttcgttactteccg
T p L F L XK I ¢ M S P F E P H S S L L P
aacacttgggttcttggtgaggcatttatgagaagattctatactgtattcgatttcggt
N T W V L G E A F M R R F Y T V F D F G
cagcgaagaattggactggctgatgctgtgggaacaaagggcgaaaacttgtactttcaa
Q R R I G L A DAV G T K G E N L Y F Q
ggccatcaccatcaccatcactag 1164
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TOPQ

CCCTT AAGGG .
TEV 6xHis
| GGGAA TTCCC |

pFastBac™/

CT-TOPO®

Molecular weight: 44637.02

Theoretical pI: 7.18

8.1.2. SmCD1.1 e SmCD1.2

SmCD1.1:

POPING-SmCD1 forma longa
EVVRIPLHPLKSAQRTLIEFETSLEIVKKVWLSRVSGVDPOPEYLKNYLDAQYYGDITIG
TPPOTEFSVVEDTGSSNLWVPSKYCSYEFDIACLLHRKYDSSKSSTYIPNGTEFSVHYGTGS
LSGFLSTDSLQLGSLSVKGQTFGEATQQPGLVFVMAKEFDGILGMAYPSISVDGVTPVEVN
MIQQOGIVESPVESFYLSRNISAVLGGELMIGGIDKKYYSGEINYVDLTEQSYWLEFKMDKL
TISDMTACPDGCLAIADTGTSMIAGPTDEIQKINAKLGATRLPGGIYTVSCGNINNLPTI
DEVINGKAMTLEPTDYLLKVSKMGSEICLTGFMGLDLPKRKLWILGDIFIGKFYTVEDMG
KNRVGFAKALHPDSVHRTKTYIPMMRLFPAQSVPOAASETPNGVFAFSKLLSDEVKHHHHHH

Molecular weight: 46494.4

Theoretical pl: 6.44



SmCD1.2:

POPING-SmCD1 forma curta
EVVRIPLHPLKSAQRTLIEFETSLEIVKKVWLSRVSGVDPQPEYLKNYLDAQYYGDITIG
TPPQTEFSVVEFDTGSSNLWVPSKYCSYFDIACLLHRKYDSSKSSTYIPNGTEFSVHYGTGS
LSGFLSTDSLQLGSLSVKGQTFGEATQQPGLVFVMAKFDGILGMAYPSISVDGVTPVEVN
MIQQGIVESPVEFSFYLSRNISAVLGGELMIGGIDKKYYSGEINYVDLTEQSYWLFKMDKL
TISDMTACPDGCLAIADTGTSMIAGPTDEIQKINAKLGATRLPGGIYTVSCGNINNLPTI
DEFVINGKAMTLEPTDYLLKVSKMGSEICLTGFMGLDLPKRKLWILGDIFIGKFYTVEDMG
KNRVGFAKALHPKHHHHHH

Molecular weight: 41745.0

Theoretical pI: 6.39
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