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A hidatidose cistica € uma doenca infecciosa causada pelo estagio larval do helminto parasita
Echinococcus granulosus. O estabelecimento e a manutencao da infeccao envolve a secrecdo e a
exposicao de muitas moléculas - possivelmente proteinas histonas e moléculas relacionadas. As
histonas H2A de E. granulosus foram identificadas no liquido hidatico [10] e em produtos de
secrecao/excrecdo de protoescolices (estagio pre-adulto) em cultura in vitro [12] por anélises
protedmicas. Histonas tambéem foram descritas presentes em mitocondrias [4], com propriedades
antimicrobianas [1, 7, 8], e sdo candidatas a vacina contra infeccao por Leishmania [3, 9].

> Buscar sequéncias de peptideo sinal, sequéncias que indicassem secrecdo e localizacao
diferente da nuclear em histonas e em proteinas relacionadas a modificacdo de histonas
anotadas no genoma de E. granulosus;

» Clonar as sequéncias codificadoras das proteinas Histona H2A de codigo GeneDB
EgrG 002060700 (His20607), a Histona H2A de codigo GeneDB EgrG_000927700
(His9277) e a Histona-lisina N-metiltransferase SETMAR de codigo GeneDB
EgrG_001142300 (SETMAR);

> Expressar em Escherichia coli e purificar as proteinas recombinantes.

Material e Métodos

Analise do Potencial para Secrecao

Foram realizadas buscas de sequéncias que indicassem secrecdo e de sequéncias que
indicassem localizacdo diferente do nucleo em histonas e em proteinas relacionadas a
modificacdo de histonas anotadas no genoma de E. granulosus (GeneDB,
http://www.genedb.org). Foram analisadas as sequéncias de 71 proteinas do genoma de E.
granulosus depositadas no GeneDB, utilizando-se os programas ProtFun2.2, NetNES1.1,
NucPred, SOSUlsignal, SecretomeP1.0, SecretomeP2.0, SignalP4.0, TargetPl.1, PrediSi,
TMHMM Server v.2.0, MitoProt Il - v1.101, WoLF PSORT e iPSORT.

Clonagem das Sequéncias Codificadoras

A clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas His9277, His20607 e SETMAR foi
realizada no vetor plasmidial pGEX-TEV por recombinacdo homologa in vivo, utilizando-se a
cepa de Escherichia coli KC8. Foram projetados iniciadores para a amplificacdo da sequéncia
codificadora de cada proteina correspondente, excetuando a regido que continha a sequéncia
codificadora de peptideo sinal para as proteinas His20607 e SETMAR (conforme os dados
obtidos pelos programas SOSUIsignal, SignalP4.0, PrediSi e iPSORT, Tabela 1).

Expressao das proteinas recombinantes em E. coli

As cepas de E. coli utilizadas para a expressao das proteinas His20607, His9277 e SETMAR
foram BL21 Star (DE3), Rosetta (DE3) pLysS, e BL21 Codon Plus Ril (DE3). A expressao foi
realizada pela inducdo com 0,05 mM de IPTG e 0,1 mM de IPTG por 16 horas em temperaturas
de 20°C e 23°C.

Purificacao das Proteinas Recombinantes

A purificacdo das proteinas recombinantes em fusdo com a GST foi realizada por
cromatografia de afinidade com a resina Glutationa-Sepharose 4B. As proteinas recombinantes
foram liberadas da ligacao com a GST por clivagem com a protease TEV e posterior eluicao.

Resultados e Discussao

Analise do Potencial para Secrecao

As proteinas His9277, His20607 e SETMAR apresentaram resultados positivos em um
maior nimero de programas e, por isso, foram escolhidas para estudos experimentais (Tabela 1).
Proteinas secretadas tipicamente possuem uma extensdo amino-terminal, denominada de
peptideo sinal [2]. Além disso, a proteina His9277 ja foi encontrada presente no liquido hidatico
de E. granulosus por analises protedmicas [10]. A funcdo de histonas e de proteinas relacionadas
a modificacdo de histonas é bem descrita quanto a organizacdo do DNA e regulacdo da
expressdo génica [5, 6]. Entretanto, esses dados de predicdo podem evidenciar para essas
proteinas novas funcdes e localizacdo distinta do ndcleo em outros compartimentos celulares.

Tabela 1: Resultados obtidos a partir de programas para a predi¢cdo da presenca de sequéncia de peptideo sinal, de secrecdo e de
localizacdo celular das proteinas His9277, His20607 e SET MAR.

His20607 His9277 SET metiltransferase

ProtFun 2.2 Metabolismo energético, Traducdo, proteina Metabolismo energeético,
enzima, resposta imune estrutural enzima, isomerase,
resposta imune
NetNES1.1 - 89-97 sequéncia rica em -
leucina (exportacao
nucleo p/ citoplasma)
NucPred Nao nuclear Nao nuclear N&o nuclear
SOSUlsignal Peptideo sinal (36aa) e 1 Proteina soluvel Peptideo sinal (20aa)
hélice transmembrana
(23aa)
SecretomeP1.0 Secrecao - Secrecao
SecretomeP2.0 Secrecao - Secrecao
SignalP4.0 Peptideo sinal - -
TargetP1.1 Secrecéao - Secrecao
PrediSi Peptideo sinal, secrecéo - -
TMHMM Server 1 hélice transmembrana - -
v.2.0
WoLF PSORT Secrecao Nucleo Extracelular
IPSORT Peptideo sinal - -
MitoProt 11 - - Exportacéo p/ Exportacéo p/
v1.101 mitocondria mitocondria

Clonagem das Sequéncias Codificadoras

Para as proteinas His20607 e SETMAR as sequéncias clonadas correspondiam as sequéncias
codificadoras, excluindo-se a regido codificadora do peptideo sinal devido ao seu carater
hidrofébico, 0 que poderia acarretar na insolubilidade das proteinas recombinantes ao serem
expressas em E. coli (Figura 1).
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Figura 1: Clonagem da sequéncias codificadoras das proteinas His20607 (A), His9277 (B) e SETMAR (C) no vetor pGEX _TEV. M -
Marcador de tamanho molecular (pb); 1 - Vetor pGEX-TEV integro (fragmento de 393 pb); 2 - Colénia ndo-recombinante (fragmento de
393 pb); 3 - Colbnia recombinante (fragmento de 615 pb para His20607, de 786 pb para His9277 e de 855 pb para SETMAR ); 4 -
Controle negativo da reacio de PCR, sem adi¢do de DNA.

Expressao das proteinas recombinantes em E. coli

Apos a inducdo da expressdao das proteinas recombinantes, as células bacterianas foram
rompidas por sonicacao e o lisado foi centrifugado para obtencéo da fracao soltvel (Figura 2).

Purificacao das Proteinas Recombinantes

As proteinas His20607 e SETMAR né&o puderam ser purificadas devido a presenca em suas
eluicdes de proteinas contaminantes de E. coli (Figura 3A e 3C). A proteina contaminante para a
SETMAR foi identificada por espectrometria de massas como a chaperonina groEL (HSP60) de
E. coli. Foram realizados testes com lavagens em presenca de ATP na tentativa de remover a
chaperona groEL de E. coli da associacdo com a proteina SETMAR, uma vez que ATP é descrito
como ligante alostérico da chaperonina GroEL [11]. No entanto, as lavagens com ATP nédo se
mostraram eficientes para a remocao da proteina contaminante para SETMAR, e para His20607,
somente na segunda eluicdo foi possivel a obtencdo de uma fracdo com melhor grau de pureza da
proteina. Apés a clivagem com a protease TEV, ndo foi possivel purificar a proteina
recombinante His9277, visto que ela se ligou com alta afinidade a resina Glutationa-Sepharose
4B. Foram feitas lavagens da resina utilizando o detergente Triton X-100, a fim de romper
possiveis interacOes hidrofobicas ndo especificas entre a resina e a proteina His9277, mas a
proteina continuou aderida a resina (Figura 3B).
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Figura 2: Expressdo da proteinas recombinantes His20607 (A), His9277 (B) e SETMAR (C) em E. coli BL21. M - Marcador de massa
molecular (kDa); 1 - Cultura ndo-induzida; 2 - Cultura induzida com IPTG; 3 — Fracdo soltvel de proteinas; 4 - Fracdo insolvel de
proteinas; 5 - Resina apos a fracdo soltvel. As proteina His20607 (32 kDa), His9277 (37 kDa) e SETMAR (41 kDa) em fusdo com a
GST estdo indicadas pelas setas.
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Figura 3: Purificacdo das proteinas recombinantes His20607 (A), His9277 (B) e SETMAR (C) apés clivagem. Em Ae C: M -
Marcador de massa molecular (kDa); 1 — Eluicéo; 2 - Eluicdo. Em B: M - Marcador de massa molecular (kDa); 1 — Resina. As
proteinas His20607 (8kDa), His9277 (14kDa) e SETMAR (17 kDa) livres da fusdo com a GST estéo indicadas pelas setas.

Perspectivas

» Purificar as proteinas His20607, His9277 e SETMAR de E. granulosus;

» Utilizar proteinas recombinantes para imunizacao de animais, a fim de produzir antissoros
policlonais;

» Determinar o padrdo de expressdo espacial das proteinas nativas correspondentes em
organelas celulares e em diferentes componentes do cisto hidatico (fase larval), por
experimentos de imunoblot e de imuno-histoquimica;

» Verificar efeito da exposicdo dessas proteinas a células do sistema imune quanto a
viabilidade celular e a secrecdo de citocinas.
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