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RESUMO

O Echinococcus granulosus é um helminto parasita pertencente a Classe Cestoda.
O desenvolvimento da fase larval (cisto hidatico) de E. granulosus nas visceras dos
hospedeiros intermediarios é responsavel pela doenca hidatidose cistica. O cisto
consiste em uma estrutura unilocular preenchida pelo liquido hidéatico, o qual
contém os produtos de secrecdo/excrecao do parasito, sendo o antigeno B (AgB) a
principal proteina secretada. O AgB é uma lipoproteina oligomérica formada por
subunidades de 8 kDa codificadas por uma familia multigénica com pelo menos
cinco genes identificados (EgAgB8/1-EgAgB8/5). O antigeno B (AgB) tem sido
descrito como envolvido em diversos mecanismos da interacdo parasito-hospedeiro
gue promovem o estabelecimento e a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro
intermediario. A presenca de grandes quantidades de AgB no liquido hidatico
sugere um importante papel na biologia do parasito. A levedura Pichia pastoris
constitui um dos sistemas mais utilizados e bem sucedidos para a expressao
heter6loga de proteinas, seja para emprego em pesquisa, seja para producao
industrial. Uma grande vantagem de P. pastoris sobre sistemas de expresséo
bacterianos é que a levedura tem potencial para realizar muitas das modificacdes
pos-traducionais tipicamente associadas com eucariotos superiores. Neste
trabalho, foi realizada a padronizacdo da amplificacéo da sequéncia codificadora da
subunidade AgB8/1 por PCR e a preparagao do vetor de expressado pPICZaC, de
P. pastoris, para a clonagem. A sequéncia codificante de AgB8/1 foi amplificada por
uma PCR primaria e o produto dessa reacao foi utilizado como molde para uma
PCR secundaria, a partir da qual se obteve um fragmento de 292 pb que,
posteriormente, sera utilizado para a clonagem por recombinacdo homéloga in vivo.
A partir da obtencdo do clone, serdo padronizadas a expressao na levedura P.
pastoris e a purificacdo da proteina recombinante para utilizacdo em estudos

estruturais e funcionais.

Palavras chave: Echinococcus granulosus, antigeno B, Pichia pastoris



ABSTRACT

Echinoccocus granulosus is a helminth parasite belonging to the class Cestoda.
The development of the larval stage (hydatid cyst) of E. granulosus in the viscera of
the intermediate hosts is responsible for cystic hydatid disease. The cyst consists in
a unilocular structure, filled by hydatid fluid which contains the parasite
excretory/secretory products, antigen B (AgB) being the main secreted protein. The
AgB is an oligomeric lipoprotein formed by 8 kDa subunits, encoded by a multigene
family with at least five genes identified (EgAgB8/1-EgAgB8/5). Antigen B has been
described as involved in various mechanisms of host-parasite interactions that
promote the establishment and survival of the parasite in the intermediate host. The
presence of large amounts of AgB in hydatid fluid suggests an important role in the
parasite’s biology. The yeast Pichia pastoris is one of the most widely and
successfully used systems for heterologous protein expression, either in research or
in industrial production. A major advantage of P. pastoris over bacterial expression
systems is that the yeast has the potential to perform many of the post-translational
modifications typically associated with higher eukaryotes. In this work, the
procedures for the AgB8/ 1 subunit coding sequence amplification by PCR and
preparation of pPICZaC expression vector, from P. pastoris, for cloning were
standardized. The AgB8/1 coding sequence was amplified by primary PCR and the
product of this reaction was used as template for secondary PCR, from which it was
obtained a 292 bp fragment, that subsequently will be used for cloning by in vivo
homologous recombination. The obtained clone will be used to standardize the
expression and purification of the recombinant protein in yeast P. pastoris for use in

structural and functional studies.

Keywords: Echinococcus granulosus, antigeno B, Pichia pastoris
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1 INTRODUCAO

1.1 Echinococcus granulosus e a hidatidose cistica

O género Echinococcus (Rudolphi, 1801) pertencente a classe Cestoda
(Ordem Cyclophyllidea, familia Taeniidae), inclui véarias espécies, mas
considerando a importancia médica e veterinaria as duas principais sao
Echinococcus granulosus e Echinococcus multilocularis que causam,
respectivamente, a hidatidose cistica e a hidatidose alveolar (MCMANUS et al.,
2003).

O desenvolvimento da fase larval (cisto hidatico) de E. granulosus nas
visceras dos hospedeiros intermediarios € responsavel pela doenca hidatidose
cistica.

Na Ameérica do Sul, a hidatidose tem carater endémico ou hiperendémico no
Cone Sul (incluindo o sul do Brasil) e na regido andina (GAVIDIA et al., 2008;
MORO; SCHANTZ, 2009). O Rio Grande do Sul é considerado endémico para a
hidatidose, especialmente em area de fronteiras com Uruguai e Argentina.

Para completar seu ciclo vital (Figura 1), o E. granulosus necessita de dois
hospedeiros, sendo um o hospedeiro definitivo que é um canideo, no qual se
desenvolve o verme adulto, e o hospedeiro intermediario, normalmente herbivoro,
como mamiferos ungulados. O ser humano pode ser um hospedeiro intermediario
acidental.

O verme adulto de E. granulosus € uma pequena ténia com 2 a 7 mm de
comprimento, constituida por um escolex anterior (6rgao especializado para fixacao
no hospedeiro) e um estroblio posterior, o qual € formado por dois a cinco
segmentos denominados proglétides (THOMPSON, 1995).

O ultimo segmento do estrobilo é a proglétide gravida, que possui o Utero
repleto de ovos. Esta proglotide destaca-se do restante do estrobilo e se desintegra
no intestino grosso, liberando os ovos, que sdo eliminados juntamente com as
fezes do hospedeiro definitivo. Quando ingeridos pelos hospedeiros intermediarios,
0s ovos liberam a oncosfera. Esta penetra a mucosa intestinal e € transportada
através das vias linfaticas ou venosas até as visceras, principalmente figado e
pulmdo, e entdo se diferencia na forma larval ou cisto hidatico (ZHANG,;
MCMANUS, 2006).
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Figura 1: Ciclo vital de Echinococcus granulosus. (1) O verme adulto vive no intestino
delgado dos hospedeiros definitivos, cdes ou outros canideos. As proglétides gravidas
liberam os ovos (2) os quais séo eliminados nas fezes do hospedeiro. Ap6s a ingestao por
um hospedeiro intermediario adequado (bovinos, ovinos, suinos, etc.), os ovos eclodem no
intestino delgado e liberam a oncosfera, (3) que penetra na parede do intestino e, através
do sistema circulatério, é transportada para diversos o6rgaos, especialmente figado e
pulmdes. Nestes 6rgaos, a oncosfera se diferencia em um cisto hidatico (4) que aumenta
gradualmente de tamanho, produzindo protoescélices (5) em seu interior. O hospedeiro
definitivo é infectado pela ingestdo de cistos existentes em 6rgdos dos hoespedeiros
intermediarios. Apdés a ingestdo, os protoescoélices (6) evaginam, fixam-se a mucosa
intestinal e se transformam em vermes adultos. Os seres humanos sao infectados pela
ingestdo de ovos, com a liberagdo de oncosferas no intestino delgado e o desenvolvimento
de cistos (4) em varios 6rgdos. (Modificado de Laboratory Identification of Parasites of
Public Health Concern, 2012).

O cisto hidatico (Figura 2) se desenvolve nas visceras do hospedeiro
intermediario e consiste em uma estrutura unilocular, preenchida pelo liquido
hidatico, contendo em seu interior os protoescolices, formas pré-adultas infectivas
para o hospedeiro definitivo (CAMERON; WEBSTER, 1969).

A parede do cisto € composta por duas camadas, sendo a mais externa
laminar, acelular e rica em carboidratos. A camada que reveste o cisto
internamente, denominada germinativa, é formada por células que proliferam e se
diferenciam para dar origem as cdapsulas proligeras e aos protoescolices

(MCMANUS et al., 2003).
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Figura 2: Estrutura esquemaética do cisto hidatico de Echinococcus granulosus. (A)
parede do cisto, composta por B e C. (B) Camada germinativa: tecido proliferativo do cisto,
origina C, D e E. (C) Camada laminar: camada acelular que protege externamente o cisto.
(D) cépsula proligera: vesicula que brota da camada germinativa e origina E em seu
interior. (E) Protoescoélices: Forma pré-adulta. (F) Capa adventicia: tecido do hospedeiro,
resultado da resposta inflamatéria. Adaptado de MONTEIRO et al. (2010).

1.2 Antigeno B (AgB) de Echinococcus granulosus

A cavidade interna do cisto hidatico € preenchida com um liquido estéril,
denominado liquido hidatico, o qual é uma mistura complexa de moléculas
derivadas do parasito e componentes do soro do hospedeiro (HOLCMAN; HEATH,
1997). O liquido hidatico contém os produtos de excrecdo/secrecao (ES) da
camada germinativa e dos protoescalices, juntamente com proteinas do hospedeiro
gue penetram no metacestédeo (THOMPSON, 1995).

Os componentes do liquido hidatico entram em contato com o sistema imune
do hospedeiro sendo capazes de ativar seus mecanismos de defesa (ZHANG et
al., 2003). Paradoxalmente, os componentes do liquido hidatico também promovem
a evasao da resposta imune (JANSSEN et al., 1997).

Uma das principais moléculas produzidas em grande quantidade pelo cisto é
uma lipoproteina altamente imunogénica denominada antigeno B (EgAgB) (ORIOL,;
ORIOL, 1975; ORIOL, 1971), que representa um importante antigeno para o
diagnéstico da infeccdo humana (GONZALEZ-SAPIENZA, 2000; LIGHTOWLERS
et al., 1989). Foi primeiramente descrito como uma lipoproteina termoestavel de
120-160 kDa, no entanto, a presenca de agregados indica que o AgB existe como
distintas formas em equilibrio (MONTEIRO et al., 2012; ORIOL; ORIOL, 1975;



15

ORIOL, 1971). Sob condi¢cdes redutoras dissocia-se em componentes de 8, 16, 24
e 32 kDa onde se observa uma diminuicdo da abundancia relativa proporcional ao
aumento da massa molecular (LIGHTOWLERS et al., 1989).

Trata-se, portanto, de uma proteina polimérica formada por subunidades de
8 kDa, sendo que ja foram identificados os genes que codificam cinco subunidades
diferentes: AgB8/1 (FROSCH et al., 1994), AgB8/2 (FERNANDEZ et al., 1996),
AgB8/3 (CHEMALE et al., 2001), AgB8/4 (AREND et al., 2004) e AgB8/5 (MAMUT]
et al., 2007). Os genes que codificam as subunidades do AgB fazem parte de uma
familia multigénica (CHEMALE et al., 2001).

SHEPHERD et al. (1991) demonstraram, através de estudos in vitro, que o
AgB é capaz de inibir o recrutamento de neutréfilos. Em pacientes com a doenca
ativa, o AgB induz a apoptose de células do sistema imune (RIGANO et al., 2002).
VIRGINIO et al. (2007) mostraram que AgB provoca uma reducéo na producéo de
peroxido de hidrogénio em neutrofilos e sugerem um mecanismo de evaséo
importante em caso de ruptura do cisto, onde o protoescoélex poderia originar um
Novo cisto.

O antigeno B (AgB) tem sido descrito como envolvido em diversos
mecanismos da interacdo parasito-hospedeiro que promovem o estabelecimento e
a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro intermediario, como a inibicdo de
proteases (SHEPHERD et al., 1991), ligacéo de lipidios (CHEMALE et al., 2005) e
imunomodulacdo (RIGANO et al., 2001, 2007).

O AgB faz parte da familia das HLBPs (hydrophobic ligand binding proteins)
especifica de cestdédeos (ALVITE; ESTEVES, 2012; LEE et al.,, 2007). Como
integrante dessa familia de proteinas, o AgB pode ter importante papel como
carreador de lipidios do hospedeiro para o parasito. Foi demonstrado, in vitro, que
0 AgB é capaz de ligar analogos fluorescentes de acido palmitico, mostrando a alta
afinidade dessa proteina por acidos graxos (CHEMALE et al., 2005). OBAL et al.
(2012) analisaram a composicéo lipidica nativa do AgB purificado de cistos bovinos
e humanos e identificaram diferentes classes de lipidios, sendo que
triacilgliceridios, fosfolipidios (principalmente fosfatidilcolina) e colesterol foram os
mais abundantes.

A presenca de grandes quantidades de AgB no liquido hidatico sugere um
importante papel na biologia do parasito (AZIZ et al., 2011; MONTEIRO et al.,
2010; MUSIANI et al., 1978).
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1.3 Pichia pastoris como sistema de expressao de proteinas heterélogas

As bactérias sdo os organismos mais utilizados para a expressdo de
proteinas recombinantes, no entanto, ndo possuem caracteristicas importantes
para a expressdo de proteinas de eucariotos, como sistema de endomembranas e
as modificacdes poés-traducionais, o que pode impedir a correta expressao das
mesmas (CEREGHINO; CREGG, 1999).

Uma grande vantagem de Pichia pastoris sobre sistemas de expressao
bacterianos é que a levedura tem potencial para realizar muitas das modificacdes
poés-traducionais tipicamente associadas com eucariotos superiores, tais como
processamento de sequéncias sinal, dobramentos, formacéo de pontes dissulfeto,
certos tipos de adicdo de lipidios e O- e N-glicosilagcdo (CEREGHINO; CREGG,
2000).

Proteinas exdgenas expressas em P. pastoris podem ser produzidas tanto
intracelularmente como extracelularmente. Uma vez que esta levedura secreta
apenas baixos niveis de proteinas enddgenas, a proteina heteréloga secretada
constitui a grande maioria de proteina total no meio. Portanto, direcionar uma
proteina heteréloga para o meio de cultura pode servir como um importante passo
inicial na purificacdo. No entanto, devido a estabilidade das proteinas e
necessidade de dobramentos, a possibilidade de secrecédo € geralmente reservada
para proteinas exdgenas que sdo normalmente secretadas pelos seus hospedeiros
nativos (CEREGHINO; CREGG, 2000).

Muitas proteinas que acabam como corpos de inclusdo inativos em sistemas
bacterianos sdo produzidas como moléculas biologicamente ativas em P. pastoris
(CREGG, 2000).

Para a superexpressao de proteinas heterélogas em P. pastoris, 0 método
mais comumente utilizado € a integracdo de um vetor de expressao ao genoma de
P. pastoris, por recombinacdo homéloga (RH) (GASSER et al., 2013).

O numero de copias integradas dos vetores de expressdo afeta a
produtividade da proteina, podendo ser um dos pontos determinantes da producéao.
Um alto niamero de copias do gene heterélogo pode levar a um aumento na
producdo da proteina heterdloga, o que desperta o interesse na geracdo de
transformantes com multicépias integradas no genoma da levedura (ROMANOS,
1995).
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Outra importante vantagem é a capacidade desse sistema de produzir

proteinas heterdlogas em grande escala.

1.4 Vetor para expressao pPICZaC

Este vetor, cujo mapa esta representado na figura 3, permite alto nivel de
expressao da proteina de interesse através da inducdo do gene AOX1 por metanol.
O vetor pPICZaC contém o gene de resisténcia a zeocina (Sh Ble), para a selecao
dos recombinantes tanto nas etapas de propagacdo em E. coli, quanto para
expressdo em P. pastoris, além de uma cauda de polihistidina C-terminal que
permite a deteccao e purificacdo da proteina de fusdo (INVITROGEN, 2010).

g =
X "_‘_D_é— Ué:—::__
LBl c-mycepitope 6xHis |
| TR R D Lol Cmyc epitope . 6xHis |

Figura 3: Mapa do vetor pPICZaC (INVITROGEN, 2010).

Zeocina é um membro da familia bleomicina de antibiéticos isolados a partir
de Streptomyces spp. Sao antibidticos de amplo espectro que apresentam elevada
toxicidade contra bactérias, fungos (incluindo leveduras), plantas e células de
mamiferos (BARON et al., 1992; DROCOURT et al., 1990).

A proteina de resisténcia a zeocina foi isolada e caracterizada (DROCOURT
et al., 1990). Essa proteina, produto do gene Sh ble (gene bleomicina

Streptoalloteichus hindustanus), é uma proteina de 13 kDa que se liga a zeocina e
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inibe sua atividade de clivagem da fita de DNA. A sua expressao em hospedeiros

eucaridticos e procarioticos confere resisténcia a zeocina (INVITROGEN, 2010).

2 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo ja clonou e expressou em Escherichia coli genes que codificam
subunidades do antigeno B. No entanto, a expressao de proteinas eucariéticas em
sistema procariético tem o inconveniente de nao permitir, em principio, 0
enovelamento e o processamento pés-traducional adequados da molécula.

A levedura Pichia pastoris constitui um dos sistemas mais utilizados e bem
sucedidos para a expressdo heter6loga de proteinas, seja para emprego em
pesquisa, seja para producdo industrial. Uma caracteristica marcante € o fato de
ela combinar a capacidade de crescer a altas densidades celulares em meio
minimo, com a capacidade de secretar proteinas heterologas eficientemente, com
pequena secrecdo de proteinas enddgenas (RESINA et al.,, 2005). Aléem disso,
essa levedura é capaz de processar a maioria das modificacdes pos-traducionais
incluindo processamento proteolitico e glicosilacdo, conservando caracteristicas
antigénicas das proteinas originais, o que facilita sua aplicacdo em ensaios
diagndosticos e em vacinas de subunidade (CEREGHINO; CREGG, 2000).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Estabelecer em nosso laboratdrio a expressao de proteinas recombinantes
no sistema de expressdo Pichia pastoris, utilizando a subunidade AgB8/1 do

antigeno B de Echinococcus granulosus como modelo inicial.

3.2 Objetivos especificos

)) Projetar oligonucleotideos iniciadores para a sequéncia codificadora de
AgB8/1.

i) Padronizar as reacdes de PCR para amplificacdo da sequéncia
codificadora de AgB8/1.

i) Preparar o vetor pPICZaC para clonagem por recombinacdo homéloga.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Projecao de oligonucleotideos inciadores

Foram projetados oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo da
sequéncia codificadora da subunidade AgB8/1 utilizando-se o software Vector NTI
Advance 10 (Invitrogen).

4.2 Amplificagéo da sequéncia codificadora

A sequéncia codificadora da subunidade AgB8/1 foi amplificada por uma
PCR primaria com os oligonucleotideos iniciadores B1-Pic_F e Bl-Pic_R. O
produto da PCR primaria foi utilizado como molde para uma PCR secundaria com
os oligonucleotideos iniciadores Sec-Pic_F e Sec-Pic_R.

As PCRs foram realizadas nas seguintes condi¢cfes: uma desnaturacao inicial
por 3 min a 94°C, 35 ciclos sendo 1 min a 94°C, anelamento a 55°C por 45 seg e 1
min a 72°C para extensdo, além de uma extensdo final por 10 min a 72 °C,
utilizando-se o High Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo), conforme as instrucdes do
fabricante. Os resultados foram analisados em gel de agarose corado com
GelRed.

4.3 Preparacgao do vetor pPICZaC para clonagem

O vetor para expressdo e secrecdo em P. pastoris pPICZaC (Life
Technologies) foi linearizado por clivagem com as enzimas de restricdo EcoRI e
Xhol e, apos clivado, foi desfosforilado com a enzima SAP afim de remover
grupamentos fosfato impedindo, dessa forma, a religacdo do DNA durante a
clonagem.

Apés a clivagem o vetor foi purificado utilizando-se o kit de purificacdo de
DNA GFX (GE Healthcare).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Projecéo de oligonucleotideos inciadores

As sequéncias obtidas dos oligonucleotideos iniciadores projetados no
software Vector NTI Advance 10 (Invitrogen) se encontram na tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados. T: (temperaturas de
anelamento utilizadas nos programas das PCRs).

Nome Sequéncia T (°C)
B1-Pic_F 5 CGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCAGATGATGGCCTCACCTCGAC 3 54,1°
B1-Pic_R 5 AACTCAATGATGATGATGATGATGTTCACCTTCAGCAATCAACC 3 52,3°
Sec-Pic_F 5 CTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCA 3’ 55,5°
Sec-Pic_R 5 AGGAACAGTCATGTCTAAGGCTACAAACTCAATGATGATGATGATGATG 3 56,1°

5.2 Amplificagdo da sequéncia codificadora

A sequéncia codificadora AgB8/1 foi amplificada por PCR primaria a partir de
DNA da sequéncia AgB8/1 previamente clonada no vetor pGEX, utilizando-se os
iniciadores B1-Pic_F e B1-Pic_R (Tabela 1).

Foi realizada PCR primaria em uma reacao total de 25 uL contendo 2,5 pL
de tampé&o de PCR 10x, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de dNTP’s, 0,2 uM de ambos os
iniciadores, e 1U de enzima para 25 pL de reacdo. Foram utilizados 30 ng de DNA
molde para amplificacdo da sequéncia codificadora. Desta reacdo o fragmento
esperado a ser obtido seria de 242 pb.

O resultado da reacdo esta representado na figura 4, onde podem ser
observadas bandas inespecificas, além da presenca de uma banda no controle

negativo da reacéo, que poderia indicar uma possivel contaminacéo.
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Figura 4: Produto da amplificagdo de PCR primaria. M — Marcador de peso molecular
(pb); 1 - PCR primaria; ( —) Bandas inespecificas da reacdo de PCR; ( p) Produto da
PCR primaria. 2 — Controle negativo da reacdo (sem adicdo de DNA); ( p) Banda
inespecifica no controle negativo, possivel contaminacéo.

Devido a presenca de amplificagdo no controle negativo, considerou-se a
possibilidade de haver uma contaminacdo da reagcdo com DNA desconhecido, que
poderia ser proveniente do ambiente ou de reagentes contaminados. Com a
finalidade de eliminar possiveis contaminacdes, além dos cuidados na manipulacao
do material, foram testadas novas aliquotas dos reagentes utilizados na reacéo da
PCR primaria.

No entanto, os resultados da nova reacdo apresentaram 0S MesSMOS
padrées de bandas da PCR anterior, tanto em relacdo as bandas inespecificas

guanto em relacdo a possivel contaminacao (Figura 5).

M 1 2
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Figura 5: Produto da amplificacdo a partir de PCR priméria utilizando-se novas
aliquotas de reagentes. M — Marcador de peso molecular (pb); 1 - PCR primaria; (&)
Bandas inespecificas da reagdo de PCR; (A) Produto da PCR priméaria. 2 — Controle
negativo da reacdo (sem adicdo de DNA); (A ) Possivel contaminacéo.
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A concentracdo de magnésio pode afetar diversas caracteristicas da reacao,
como o anelamento dos iniciadores, a temperatura de dissociacao das fitas moldes
e do produto de PCR, a especificidade do produto, formacédo de artefatos como
"dimeros de primers” e atividade e especificidade da enzima (PCR protocols, 1990).

Como alternativa para um aumento da especificidade e fidelidade da reacéo,
foram testadas diferentes concentracdes de MgCl;, (2,5 mM e 3 mM) e temperatura
de anelamento de 65,4°C, conforme apresentado na figura 6. N&o foram
observadas diferencas nos padrdes obtidos.

M 1 2 3 4
pb
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Figura 6: Produto da amplificacdo a partir de PCR priméaria utilizando-se diferentes
concentracées de MgCl, e Temperatura de anelamento 65,4°C. M — Marcador de peso
molecular (pb); 1 - PCR primaria com MgCl, 2,5 mM. 2 — Controle negativo da reacdo com
2,5 mM de MgCl, (sem adicdo de DNA). 3 - PCR primaria com 3 mM de MgCl,. 4 —
Controle negativo da reacdo com 3 mM de MgCl, (sem DNA).

Foram realizados testes para analisar a influéncia do excesso de molde e de
iniciadores nos resultados da PCR, nos quais se utilizaram 3 ng de DNA molde

(Figura 7A) e 0,1 uM de cada iniciador (Figura 7B), respectivamente.
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Figura 7: Produto da amplificacdo a partir de reacdo com molde e iniciadores
diluidos. Em A, produto da PCR primaria com 3 ng/ uL, M — Marcador de peso molecular
(pb), 1 — Reacédo com molde diluido, 2 — controle negativo (sem adicao de DNA). Em B,
produto da PCR priméria com 0,1 uM de iniciadores, 1 — Rea¢&@o com iniciadores diluidos,
2 — controle negativo (sem DNA).

Observou-se uma reducédo das bandas inespecificas de maior tamanho na
reacdo com o molde diluido (3 ng), sendo assim, as reagdes posteriores foram
realizadas com essa condicao.

Realizou-se uma reacao na qual foram utilizadas diferentes concentracdes
de iniciadores na mesma reacao, sendo 0,02 pM para B1-Pic_F e 0,2 uM para B1-
Pic_R. Desta reacao obteve-se o melhor resultado e rendimento da PCR primaria,
na qual se observou a presenca de amplificacdo da banda especifica, gerando um
produto de PCR de 242 pb (Figura 8A), apesar de uma banda inespecifica.

Uma vez que a concentracdo de iniciadores foi reduzida e, ap0s essa
reducédo, foram obtidos melhores resultados na amplificacdo além da diminuicao
significativa de bandas inespecificas, acredita-se que estaria havendo formacao de
“‘dimeros de primer” nas reagdes, o que atrapalhou a amplificacdo do produto
esperado. Com a diminuicdo da concentracdo de iniciadores, a formacao desses
dimeros também diminuiu, possibilitando a amplificacéo.

O produto da PCR primaria foi purificado da banda do gel de agarose,
utilizando-se kit de purificacdo de DNA GFX (GE Healthcare). A purificacdo foi
eficiente e o produto péde ser utilizado como molde para a PCR secundaria com 0s
oligonucleotideos iniciadores Sec-Pic_F e Sec-Pic_R, ambos a 0,2 uM. A partir da

qual se obteve o fragmento desejado (292 pb) conforme figura 8B que,
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posteriormente, sera utilizado para a clonagem por recombinacdo homéloga in vivo.

A M o1 2 B M 1 2
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Figura 8: Produtos de amplificagao das PCR’s primaria e secundaria. Em A, PCR
primaria; M — marcador de peso molecular (pb); 1 — PCR priméaria, fragmento obtido de 242
pb; 2 — Controle negativo (sem adicao de DNA). Em B, PCR secundaria; M — marcador de
peso molecular (pb); 1 — PCR secundaria, fragmento obtido de 292 pb; 2 — PCR primaria
para comparacao de bandas (fragmento de 242 pb).

5.3 Linearizagao do vetor pPICZaC

Foi realizada uma extracdo de DNA plasmidial do vetor para expressao em
P. pastoris pPICZaC, da qual se obteve um rendimento de 98,5 pug em 50 mL de
cultura. Posteriormente, o vetor foi linearizado por clivagem com as enzimas de
restricdo EcoRI e Xhol e defosforilado com a enzima SAP (Figura 9).

O vetor sera utilizado na clonagem por recombinacdo homodloga, onde
células competentes de E. coli DH5a seréo transformadas por choque térmico com
um plasmideo linearizado e o fragmento de DNA linearizado (AgB8/1) que
contenha extremidades homélogas ao vetor, resultando na insercdo do fragmento

de DNA no plasmideo por recombinacao (Figura 10).
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Figura 9: Linearizacdo do vetor pPICZaC. Vetor apds linearizacdo por clivagem com
enzimas de restricdo EcoRI e Xhol. 1 — Vetor integro. 2 — Vetor clivado.

Vetor
linearizado

E. Cofi

Competente E. coli contendo o fragmento de DNA de

interesse (AgB8/1), inserido no plasmidio por
recombinagdo.

Figura 10: Esquema da clonagem por recombinacdo homdloga. Adaptado de
PARRISH et al. (2004).
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectiva desse trabalho, estd a clonagem da subunidade AgB8/1
no vetor pPICZaC por recombinagdo homodloga in vivo segundo PARRISH et al.
(2004). Seguindo esta metodologia, células da linhagem DH5a de E. coli serédo
transformadas com o vetor linearizado e o inserto a ser clonado por choque térmico
e apos, os transformantes serdo selecionados em meio LB low-salt contendo o
antibiético zeocina.

A partir da obtencdo da construcdo pPICZaC-AgB8/1 sera realizada a
transformacdo da levedura e os clones recombinantes serdo utlizados na
padronizacdo da expressdao em P. pastoris, seguindo-se a padronizacdo da
purificacdo da proteina recombinante. Posteriormente, serdo realizados estudos
estruturais e funcionais, principalmente em comparacdo as proteinas produzidas

em E. coli.
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