Producao de uma quimera protéica feita a partir de
epitopos do Schistosoma mansoni para a sintese de
uma vacina
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RESUMO

A esquistossomose humana é uma doencga crénica e debilitante causada por
helmintos com maior taxa de mortalidade no mundo. Neste estudo foram
selecionados epitopos de proteinas da superficie do Schistosoma mansoni
para construgéio de uma proteina quimérica com capacidade de induzir uma
resposta imune e redu¢do da patologia. Andlises in silico foram feitas para
obtencdo da seqliéncia protéica, avaliagéo de pardmetros fisicos e quimicos,
e modelagem da estrutura 3D. Através da modelagem comparativa foram
construidos modelos 3D da quimera. As analises foram refinadas por
cdlculos moleculares seguidas de simulagdo da dindmica molecular. Os
modelos refinados das estrutura das quimeras forneceu informag¢des sobre
a sua dobragem e a estabilidade termodindmica. Considerando que é um
modelo termodinamicamente estdvel, foi realizada a sintese e expressdo da
quimera em linhagem de bactérias E. coli DE3-Rosetta para futuros ensaios
de purificacdo e analise de imunogenicidade.
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INTRODUGAO

A esquistossomose humana é uma doencga cronica e debilitante
causado por helmintos com maior taxa de mortalidade no mundo. Com
o avang¢o da biologia molecular e da bioinformatica, a pesquisa para o
desenvolvimento de uma vacina antiesquistossomose vem sendo cada vez
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maior?. Proteinas da superficie do parasitas recebem atencao especial no
desenvolvimento de vacinas, constituindo a principal interface de parasita-
hospedeiro. O seqlienciamento do genoma do Schistosoma mansoni
juntamente com ferramentas de bioinformatica tornou-se possivel prever
alvos potenciais da vacina®. Neste estudo foram selecionados epitopos de
proteinas da superficie do Schistosoma mansoni para construcdao de uma
proteina quimérica com capacidade de induzir uma resposta imune para a
reducao da patologia.

MATERIAIS E METODOS

As seqliéncias protéicas foram obtidas a partir do GeneDB e
selecionadas através de analises de bioinformatica. Foram utilizados
os programas SignalP e WolfPsort para verificacdo de peptideo sinal
e localizacao celular. As proteinas escolhidas foram, entdo, analisadas
utilizando o programa Sosui,TMHMM e TMpred, a fim de obter apenas as
proteinas de membrana e as por¢des expostas. Para predicdao de epitopos, as
partes expostas foram analisados através SYFPEITH, Rankpep e programas
NetMHCII e as seqliéncias peptidicas geradas pelos trés programas foram
alinhados pelo MultAlin, juntamente com a proteina total. Cinco epitopos
foram selecionados para compor a proteina quimérica. Com a estrutura
primaria da quimera, foi possivel determinar a estrutura 3D. Inicialmente,
as sequéncias foram submetidas ao BLAST (Basic Local Aligment) e em
seguida foram obtidas as estruturas cristalograficas depositadas no Protein
Data Bank (PDB). Entdo, os modelos 3D da quimera foram construidos
por modelagem comparativa por homologia através do programa Swiss
Model. Finalmente, as respectivas quimeras foram refinadas por calculos
de mecanica molecular seguidas por simulacdo dindmica molecular
a 300 K. A simulacdao de quimeras forneceu informagOes sobre a sua
dobragem e a estabilidade termodinamica. Considerando que é um
modelo termodinamicamente estavel, foi realizada a sintese e a expressao
da proteina quimérica em bactérias E. Coli DE3 da linhagem roseta para

-

futuros ensaios imunoldgicos.
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RESULTADOS

Foi construida uma quimera com 366 pares de bases obtida a partir de epitopos de cinco proteinas diferentes de membrana do Schistosoma mansoni,
obtidas por anadlises de bioinformatica. O vetor de expressao, bem como a seqiiéncia quimérica esta apresentada na Figura 1. As Figuras 2A e B apresentam
os resultados obtidos apds a modelagem por homologia. Como pode ser observada na Figura 2A, a estrutura inicial da quimera apresentou poucas
estruturas secundarias. Esta estrutura foi refinada por mecanica molecular e simulagdes de dinamica molecular. Como pode ser observado na Figura 2B, a
quimera possui 5 alfa-hélices (vermelho), 3 beta-folhas (azul), e 4 loops (cinza). As andlises in silico mostraram que a quimera apresenta um peso molecular
de 13,7 kDa, conforme observado na figura 4. Andlises de western blotting estdo sendo realizadas para confirmacado da expressao.

Figura 1: O vetor de expressdo (DNA 2.0) com a inser¢do de quimera constituida a partir de epitopos de cinco proteinas selecionadas e adicional de uma His-tag
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Figura 2A- Quimera obtida por modelagem por homologia (alfa-hélice em vermelho, beta folhas em azul e loops em cinza).

Figura 2B - Quimera obtida apds refinamento por dindmicas moleculares (alfa-hélice em vermelho, beta-folhas em azul e loops em cinza).
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Figura 3: Expressdo da proteina quimera recombinante apresentada em gel de poliacrilamida (3) NASCIMENTO, A. A. C. Universidade de Sdo Paulo. Faculdade de Medicina de Ribeirdo
12% (SDS-PAGE). A seta indica a expressao diferenciada na regido esperada. TO a T4 indicam Preto. Tecnologia do DNA recombinante. 2003. S3o Paulo. Disponivel 57 em: <http://
os terppo)s, de hora em hora, de retirada das aliquotas. (P= padrdao de massa molecular de morpheus.fmrp.usp.br/td/apostila/apost10.htm > Acessado em: 20 de dezembro de
proteinas). ’ A ) )

2012.

CONCLUSAO

Os resultados das analises in silico forneceram o conhecimento da
seqliéncia protéica do alvo vacinal e possibilitou a avaliagao de parametros
fisico-quimicos, e através da modelagem molecular foi possivel obter
modelos 3D da quimera. A préxima etapa do presente estudo é a purificacao
da proteina heterdloga expressa em linhagens de Bactérias Rosetta, para
testar a capacidade desta quimera em induzir protecao em camundongos
infectados com cercarias e assim monitorizar a doenca nestes animais.
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