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Objetivos

A estrongiloidiase humana é causada
principalmente pelo helminto Strongyloides
stercoralis e caracteriza-se por sua
capacidade de multiplicagdo incontrolavel,
podendo levar a uma disseminagao
potencialmente fatal (sindrome de
hiperinfecgao) em pacientes
imunocomprometidos, com taxas de
mortalidade variando entre 15% e 87% nesse
grupo (Vasquez-Rios et al, 2019). O
diagnéstico definitivo da doenga atualmente
apresenta baixa sensibilidade e acuracia,
destacando a necessidade urgente de
desenvolver métodos diagndsticos mais
eficazes. Por meio de analise
imunoprotedmica, Roldan et al. (2022)
identificaram que os produtos de excregado e
secregdo (E/S) de larvas infectantes (iL3) de
S. venezuelensis contém 44 proteinas
imunogénicas, entre as quais uma arginina
quinase de 37 kDa (SvAK37) demonstrou
sensibilidade de 93% e especificidade de
100% na detecgdo de anticorpos IgG em
soros de pacientes infectados. No entanto, a

expressdo heterdloga dessa proteina resulta
na formagdo de corpos de inclusdo e
agregados proteicos. Diante disso, o principal
objetivo deste trabalho foi identificar uma cepa
bacteriana e condigbes de cultivo capazes de
expressar a SvAK37 - um potencial
biomarcador para o diagnéstico da
estrongiloidiase - preferencialmente em sua
forma sollvel, visando otimizar sua produgao
para aplicagdo em ensaios soroimunolégicos.

Métodos e Procedimentos

Foram utilizadas sete cepas bacterianas para
avaliacao da expressdo da SvAK37: AD494,
Rosetta (DE3), Origami (DE3), Tuner (DES3),
C43 (DE3), CodonPlus (DE3) e ArcticExpress
(DE3). Para otimizar a obtengéo da proteina
na fragcdo soluvel, realizou-se trés etapas de
triagem, selecionando-se nas segunda e
terceira fases as cepas com melhor
desempenho na etapa precedente. O
fluxograma abaixo ilustra o procedimento
experimental.



Figura 1: esquema de passos metodolégicos da
avaliagdo da expressao da proteina SVAK-37

Transformacao das
cepas bacterianas

| Expressdo da proteina nas
condi¢des de cultivo padrao (0,1

mM IPTG/ 37°C/ 3 hr/ 200 r.p.m )

Expressdo da proteina
em baixa temperatura

(0,1 mM IPTG/ 11°C/ 18
hr/ 200 r.p.m)

Expressdo da proteina em baixas
temperaturas com diferentes
concentragdes de indutores
(IPTG 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1
mM, 0,5mM e 1 mM e lactose
5%, 10% e 20%) e etanol (1%, 2%
e 3%)

Resultados

Ao longo do estudo, nao foi possivel detectar
a presencga da proteina de interesse na fracao
soluvel em nenhuma das linhagens ou
condicbes de cultivo testadas. Entretanto, a
analise por densitometria (ImageJ) revelou
que a cepa C43 (DE3) apresentou expressao
significativa da SvAK37 na fracdo insoluvel
sob condicbes de baixa temperatura,
correspondendo a 51,4% = 7% do total de
proteinas expressas (quantificada pela
intensidade da banda em gel de SDS-PAGE).

Figura 2: Anadlise por densitometria da expressdo da
proteina SVAK-37 na segunda triagem
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Conclusoes

Embora os resultados tenham demonstrado
que a SvAK37 foi expressa na fracao
insoluvel, formando corpos de inclusdo, esse
fenbmeno é amplamente documentado em
sistemas de expressao heterdloga,
particularmente em casos de superexpressao
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de proteinas recombinantes em bactérias, o
que frequentemente leva ao dobramento
incorreto e agregagdo proteica (Rl et al.,
2017). Apesar desse resultado, o estudo
proporcionou avangos importantes ao avaliar
sistematicamente diferentes cepas e
condi¢des de expressao, permitindo identificar
que a linhagem C43 (DE3), quando induzida
em baixas temperaturas, apresentou uma
producgédo significativamente maior da proteina
na fracdo insoluvel em comparagcdo com as
outras cepas testadas. Essa descoberta abre
perspectivas  promissoras para futuras
investigacoes, que poderao explorar
estratégias alternativas para obtencdo da
proteina soluvel, como protocolos de
solubilizagdo e renaturagdo de proteinas em
corpos de inclusao.
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