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Resumo

O Echinococcus granulosus é um platelminto parasita da classe Cestoda, que
tem, como hospedeiros definitivos, o0s canideos, e, como hospedeiros
intermediarios mais comuns, ungulados domésticos e o homem. Este parasito € o
agente etiolégico da hidatidose cistica, zoonose hiperendémica no Cone Sul da
América do Sul, incluindo o sul do Brasil. Para o estabelecimento e manutencao
do cisto hidatico por longos periodos de tempo (infeccdo crénica), o parasito
secreta e expde ao seu hospedeiro numerosas proteinas, que podem apresentar
tanto atividade imunomoduladora, como estar relacionadas a atividades
fisiologicas do parasito. As proteinas 14-3-3 constituem uma familia altamente
conservada de moléculas reguladoras eucariéticas, que sao capazes de interagir
com diferentes proteinas ligantes em diversos contextos celulares, regulando
funcdes bioldgicas complexas. Em E. granulosus, foram identificadas cinco
proteinas 14-3-3, sendo trés isoformas { e duas isoformas €. Essas proteinas
podem estar envolvidas em interagdes parasito-hospedeiro que propiciam o
estabelecimento e o desenvolvimento da forma larval patogénica (metacestédeo).
Para a futura caracterizacdo funcional da proteina 14-3-3¢1 de E. granulousus
(Eg14-3-3¢1), ja detectada em componentes do metacestodeo, a sua sequéncia
codificadora foi expressada em Escherichia coli. A clonagem foi realizada em dois
vetores plasmidiais distintos (pGEX-TEV e pET-26b), para permitir a expressao
em E. coli da proteina Eg14-3-3¢1 recombinante no citoplasma, em fusdo com a
GST, e no espacgo periplasmatico, com cauda de histidina, respectivamente. A
solubilizacdo da Eg14-3-3e1 em fusdo com a GST foi obtida com 0,5% de
sarcosil, mas no entanto n&o foi possivel a sua purificagcdo. A proteina Eg14-3-3¢1
com cauda de histidina foi obtida por extracao da fragdo periplasmatica seguida
da purificagdo por cromatografia de afinidade, tendo sido obtido um rendimento
final de 0,5 mg/l de cultura. A proteina Eg14-3-3¢1 recombinante purificada sera
futuramente utilizada em ensaios funcionais, buscando inicialmente a identificacao
de seus ligantes proteicos dentre o repertério de proteinas do parasito e do

hospedeiro, no contexto da infecgao crénica.



Abstract

Echinococcus granulosus is a parasitc platyhelminth of the Cestoda class, wich
has, canids as definitive hosts, domestic ungulates and humans as intermediate
hosts. This parasite is the causative agent of cystic hydatid disease, a
hyperendemic zoonosis in the Southern Cone of South America, including
Southern Brazil. In order to the establishment and maintenance of hydatid cyst for
a long period of time, the parasite secrets and exposes to its host numerous
proteins, which may have immunomodulatory activity as well to be related to
physiological activities of the parasite. The 14-3-3 proteins are a family of highly
conserved eukaryotic regulatory molecules that are able to interact with different
partner proteins in different cellular contexts, regulating complex biological
functions. In E. granulosus five 14-3-3 proteins have been identified, three ¢
isoform and two ¢ isoform. These proteins may be involved in host-parasite
interactions that favor the establishment and growth of the pathogenic larval form
(metacestode). For future functional characterization of the 14-3-3¢1 protein from
E. granulousus (Eg14-3-3¢1) previously detected in metacestode components, its
coding sequence was expressed in Escherichia coli. The cloning was done into
two different plasmid vectors (o GEX-TEV and pET-26b), to produce recombinant
Eg14-3-3¢1 protein in E. coli, in the cytoplasm, in fusion with GST, and
periplasmatic with histidine tail, respectively. Solubilization of Eg14-3-3¢1 fused
with GST was achieved with 0.5% sarcosil, yet it was not possible to purify it. The
Eg14-3-3¢1 protein with histidine tail was obtained by extracting the periplasmic
fraction from E. coli cultures, followed of purification by affinity chromatography,
yielding 0.5 mg/l. The recombinant Eg14-3-3¢1 protein will be used in functional
assays, initially aiming at the identification of protein ligands from the repertoire of
proteins from the parasite and from host in the context of chronic infection.
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1. Introducao

1.1. Echinococcus granulosus e hidatidose cistica

O género Echinococcus, Rudolphi 1801, pertence familia Taeniidae classe
Cestoda filo Platyhelminthes. Os membros deste filo caracterizam-se por serem
animais triploblasticos, acelomados e achatados dorso-ventralmente. Os
membros do género Echinococcus sao endoparasitos que necessitam dois
hospedeiros mamiferos para completar seus ciclos vitais. Diferentes hospedeiros
intermedidrios sao descritos para as espécies pertencentes ao género
Echinococcus (Thompson & McManus 2002). Para as espécies Echinococcus
vogeli e Echinococcus oligarthus, por exemplo, roedores. Para a espécie
Echinococcus multilocularis, além de roedores, também sdo descritos como
hospedeiros intermediarios suinos selvagens e domésticos, assim como primatas.
Para Echinococcus granulosus sao descritos como hospedeiros intermediarios
principalmente ungulados domeésticos que incluem ovinos e bovinos além de
cabras e camelos para alguns grupos isolados.

Todas as espécies que fazem parte do género Echinococcus sao infectivas
para seres humanos na sua fase larval. Dentre estas espécies, E. granulosus € a
mais estudada, por apresentar grande importancia meédica e veterinaria, sendo o
agente causador da hidatidose cistica (Thompson et al. 1995), que é um
importante problema de saude em diversas partes do mundo. Os seres humanos
adquirem a infeccao acidentalmente, ao entrarem em contato com os ovos do
parasito.

E. granulosus, na sua forma adulta, € uma pequena ténia, com 2 a 7 mm

de comprimento (Eckert & Deplazes 2004). Na sua porgcao anterior, 0 verme
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adulto apresenta um escélex, que possui quatro ventosas musculares e um
rostelo com duas fileiras de ganchos, envolvidos na fixagdo do parasito no
hospedeiro. O corpo ou estrdbilo é composto de trés segmentos ou proglotides,
que diferem no seu estagio de maturacado sexual. A primeira proglétide é dita
jovem ou imatura, a segunda é a proglétide sexualmente madura, e a ultima, a

proglétide gravida que contém os ovos do parasito (Figura 1).

escolex

proglatide
imatura

proglatide
madura

estrobilo <

proglotide
gravida

Figura 1: Forma adulta do Echinococcus granulosus. O parasito adulto possui um escolex
globular, onde encontram-se estruturas de adesao e fixagdo, e um estrobilo composto por trés
proglétides. A proglétide imatura, a proglétide madura, e a proglétide gravida. Modificado de
http://www.cmpt.ca/photo album parasitology/parasitology photos 4 ces.htm.

E. granulosus necessita de dois hospedeiros para completar o seu ciclo de
vida (Figura 2). O verme adulto vive no intestino delgado de um canideo

(hospedeiro definitivo), que geralmente € um cdo doméstico. Os ovos séo
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eliminados pelo adulto juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo, sendo
presumivelmente maduros e, portanto, possuem capacidade infectiva. Apds a
liberacdo no ambiente, os ovos séo dispersos pelo vento, pela dgua e por insetos
e sao infecciosos para os hospedeiros intermediarios, que, em geral, sao
ungulados domésticos. O homem ¢é infectado acidentalmente pela ingestdo de
ovos do parasito através das maos, comida, agua ou outros materiais
contaminados com fezes do hospedeiro definitivo (Eckert & Deplazes 2004).
Depois de ingerido pelo hospedeiro intermediario, o ovo sofre a agdo de enzimas
digestivas, o que leva a liberagdo da oncosfera. A oncosfera atravessa a parede
intestinal e, por via venosa ou linfatica, atinge diferentes érgaos do hospedeiro,
principalmente pulmdes e figado, onde fica retida em vasos de pequeno calibre.
Uma vez fixada, a oncosfera inicia um complexo processo de diferenciagéo,
dando origem ao cisto hidatico (metacestédeo) que é a forma larval patogénica.
Cistos hidaticos de E. granulosus em seres humanos se desenvolvem
principalmente no figado (70%) e pulmdes (20%), com 10% dos cistos podendo
ocorrer em outros locais, como cérebro, musculatura, coragdo, rins e 0Ss0s
(Jenkins et al. 2005).

Os pré-adultos (protoescolices) originam-se a partir da membrana interna
do cisto hidatico. Ao ser ingerido por um hospedeiro definitivo juntamente com
visceras infectadas por cistos hidaticos, cada protoescolex tem a capacidade de

se diferenciar em um verme adulto, fechando o ciclo vital do E. granulosus.

13



6 f;v \
w’ 1
protoescollces

o verme adulto
Protoesccllces m
ngestaodo

cisto Hospadeiro
definitivo

Hospedeiro

intermediario lg sizizl o

O¥0S

e A\ - estagicinfectvo
u oncosfers A\~ dosnca: hidatidose

cisto hidatico
cistica

Figura 2: Ciclo de vida do Echinococcus granulosus. Modificado do Centro para o Controle e
Prevencao de Doencas Infecciosas (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx)

O metacestédeo (Figura 3) € composto por uma camada germinativa
interna que é sustentada por uma camada laminar que é secretada pela camada
germinativa e é constituida principalmente de mucopolissacarideos e de uma
pequena fracao proteica. Externamente, o cisto € envolto pela camada adventicia,
a qual é constituida por tecido conjuntivo do hospedeiro, produto da reagéo
inflamatéria em resposta a presenca do parasito. O cisto € preenchido
internamente pelo liquido hidatico que € uma mistura de moléculas do parasito e
moléculas derivadas do soro do hospedeiro. Os protoescdlices se originam da

membrana germinativa, sendo infectivos para os hospedeiros definitivos

(Thompson et al. 1995).
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Figura 3: Diagrama esquematico do metacestédeo: A: parede do cisto hidatico, B: camada
germinativa, C: camada laminar, D: cépsula proligera, E: protoescolices, F: camada
adventicia, as setas indicam a troca de moléculas entre o parasito e o hospedeiro. (Monteiro
etal. 2010).

1.2. Epidemiologia e distribuicao

A hidatidose cistica representa um problema importante de saude publica
humana e animal em todo mundo, com consideravel impacto sécio-econémico
(Pednekar et al. 2009). Ela é considerada uma zoonose parasitaria emergente em
nivel mundial (Figura 4), que ja causa prejuizos anuais da ordem de US$ 760
milhdes, em gastos no tratamento de pacientes humanos, e de mais de US$ 2
bilhdes, associados a diminuicdo de rendimento na pecuéaria (Budke et al.
2006,Battelli 2009). Na América do Sul, a hidatidose tem carater endémico ou
hiperendémico no Cone Sul (incluindo o sul do Brasil) e na regido andina (de la

Rue 2008, Gavidia et al. 2008, Moro et al. 2008).
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Figura 4: Mapa mostrando a distribuigao global de E. granulous (Budke et al. 2006).

O Rio Grande do Sul é considerado uma zona altamente endémica da
hidatidose, especialmente nos municipios que fazem fronteira com o Uruguai e a
Argentina. A alta incidéncia da doenca nestas regides é resultado da pecuaria,
atividade econO6mica expressiva nestes municipios, com a criacdo de bovinos e
ovinos. Nestas localidades, o ciclo doméstico do parasito se perpetua
principalmente pela alimentagdo dos caes com visceras contaminadas, em abates
clandestinos ou domésticos.

No Rio Grande do Sul, a prevaléncia da hidatidose cistica em bovinos vem
se mantendo estavel em torno dos 12% ha& mais de uma década, enquanto a
prevaléncia da doenga em ovinos, que se mantinha mais baixa (entre 2,5 e 9%)

na década de 1990, tem aumentado, passando de sete para 18% em um periodo
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de cinco anos (de la Rue, 2008). Em seres humanos, a média anual de casos
diagnosticados no Rio Grande do Sul variou entre 13 e 43, de 1995 a 2001, de
acordo com o Programa Estadual de Controle da Hidatidose. Entretanto, sabe-se
que a hidatidose cistica humana apresenta prevaléncias muito mais elevadas em
certas areas, que sao subestimadas pelas estatisticas oficiais (Torgerson et al.
2000, Farias et al. 2004, de la Rue 2008).

Devido a presenca do verme adulto no hospedeiro definitivo ser
assintomatica (Thompson et al. 1995), o significado clinico e econémico de E.
granulosus é quase completamente restrito a infecgdo com o metacestédeo.
Como a hidatidose cistica afeta tanto animais domésticos como o homem, ela
apresenta consideravel impacto tanto para a agricultura como para a saude
publica, e causa importantes consequéncias sécio-econdmicas em areas
endémicas. A doenga acarreta prejuizos econémicos relacionados ao tratamento
médico ou cirdrgico de pacientes humanos e a diminuicdo de rendimento na
pecuaria, devido a redugdo no ganho de peso, na producéo de leite, na taxa de
fertilidade e no valor da 1a e outros produtos. A hidatidose cistica, apesar de nao
estar associada a altos indices de mortalidade (1-2%), provoca também prejuizos
econdmicos indiretos em fungdo da sua morbidade, a qual acarreta na diminuigdo
da produtividade do individuo (Torgerson & Budke 2003).

Na hidatidose as manifestacdes clinicas resultam do crescimento de uma
massa cistica ou de reacdes de hipersensibilidade. Os sintomas sdo decorrentes
de uma lesao invasiva, que compromete a funcdo do 6rgao afetado e causa
compressdo em 6rgdos e tecidos vizinhos. Os sintomas dependem,

fundamentalmente, da localizagdo e tamanho do cisto (McManus et al. 2003).
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Como o cisto hidatico possui crescimento lento e localizagdo variavel, a doenga
apresenta sintomas tardios e inespecificos (McManus et al. 2003). Normalmente,
o hospedeiro ndo desenvolve sintomas clinicos até que o cisto apresente pelo
menos 10 cm de diametro (Eckert & Deplazes 2004). Por outro lado, o
rompimento eventual do cisto, com a subsequente liberagdo do seu conteudo,
pode precipitar uma reagao anafilatica, que pode variar em severidade desde uma
simples urticaria até um choque fatal (McManus et al. 2003).

A inespecificidade dos sintomas e dos métodos fisicos disponiveis para a
detecgédo de cistos hidaticos (radiologia e ultrassonografia) torna complicado o
diagnastico clinico da hidatidose cistica humana (Pawlowski et al. 2001). Também
a caracterizagdo limitada do repertorio antigénico do parasito limita o
desenvolvimento de vacinas, embora algumas proteinas com potencial para
utilizagdo em vacinagdo contra a hidatidose cistica ou contra a hidatidose
multilocular (causada por E. multilocularis) ja tenham sido identificadas (Gottstein
2005, Gottstein et al. 2006, Lightowlers 2006).

Para a prevencdo e controle da hidatidose cistica, os programas sao
baseados em medidas preventivas como educagao sanitaria, eliminacdo dos
abates domésticos e a conscientizacdo da populacdo para mudanga do habito
associado a pratica rural de alimentar os caes com visceras contaminadas, além
do tratamento de caes com anti-helminticos (Eckert et al. 2000, Moro & Schantz
2009). Mesmo com o desenvolvimento de ferramentas preventivas eficazes e de
eventuais resultados positivos obtidos em programas locais de controle, néo
houve mudanca acerca da distribuicdo global e do impacto na saude publica

humana e animal causado por E. granulosus (Craig et al. 2007, Moro & Schantz
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2009). A hidatidose cistica continua sendo uma doenga negligenciada, onde na
grande maioria das areas, um controle efetivo ndo foi alcangado, apresentando
status re-emergente em diversos paises (Budke et al. 2006, Budke et al. 2009,

Moro & Schantz 2009).

1.3. Interacao parasito-hospedeiro

Para o estabelecimento do metacestdédeo no hospedeiro e manutengéao da
infeccdo por longo periodo de tempo, o parasito secreta e expbe ao seu
hospedeiro numerosas proteinas, relacionadas as suas atividades fisioldgicas,
como reproducao, nutricao (Maizels & Yazdanbakhsh 2003) e a sua interacao
com as espécies hospedeiras (Siracusano et al. 2008), apresentando atividade
imunomoduladora do sistema imune do hospedeiro. No entanto, o repertério de
proteinas identificadas e caracterizadas no estagio larval patogénico de E.
granulosus ainda é bastante limitado. No estudo da biologia de E. granulosus, ha
uma énfase historica na caracterizagdo de antigenos. Dentre as proteinas de E.
granulosus mais estudadas, estdo o antigeno B (AgB) (Ferreira & Zaha 1994,
Mamuti et al. 2006) e o antigeno 5 (Ag5) (Lorenzo et al. 2005), que sdo os
componentes imunodominantes entre os produtos de secregdo/excre¢do do
parasito, presentes no liquido hidatico que preenche o cisto (Chemale et al. 2001,
Virginio et al. 2003, Monteiro et al. 2007, Virginio et al. 2007).

Poucas proteinas de E. granulosus vém recebendo uma maior atencao e, o
namero daquelas para as quais foram realizados estudos além da determinagao
de seu potencial antigénico ou imunogénico é relativamente pequeno. Dentre

estas proteinas, podem ser citadas uma proteina de fragmentacédo de filamentos
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de actina (AFFP) da familia da gelsolina (Cortez-Herrera et al. 2001, Grimm et al.
2006) e proteinas 14-3-3 (Siles-Lucas et al. 2001, Nunes et al. 2004). H4,
contudo, uma caréncia de mais estudos para que estas e outras proteinas tenham
seus papéis funcionais na biologia do parasito melhor esclarecidos,
especialmente no que diz respeito ao potencial envolvimento em processos de
interagdo parasito-hospedeiro a fim de melhor caracterizar os mecanismos
utilizados pelo parasito para modular a resposta do hospedeiro e estabelecer a
infeccao cronica.

Grandes esforgos sao feitos para ampliar o conhecimento sobre a biologia
de E. granulosus, incluindo estudos baseados principalmente em métodos
moleculares que tem como objetivo melhor entender aspectos biologicos basicos
do seu desenvolvimento e como se da a sua interagcdo com o hospedeiro. O
desenvolvimento de novos estudos na area de proteémica (Chemale et al. 2003,
Monteiro et al. 2010) e caracterizagéo funcional de proteinas (Haag et al. 2006) do
metacestddeo de E. granulosus representam uma etapa essencial para o melhor
entendimento dos mecanismos utilizados por estes parasitos no estabelecimento

e manutencgao da infecgao.

1.4. Proteinas 14-3-3

As proteinas 14-3-3 constituem uma familia altamente conservada de
moléculas reguladoras eucaridticas (Dougherty & Morrison 2004, Mhawech 2005,
Yasmin et al. 2010). Sao proteinas acidicas, de massa molecular entre 28 e 33
kDa, e geralmente tém nove o-hélices e formam homo e /ou heterodimeros

(Figura 5) (Fu et al. 2000) . Possuem varios dominios de modificagdo conhecidos,
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incluindo regides para interagdo com cations divalentes, fosforilagdo e acetilagéo.
Essas proteinas ja foram identificadas em todos os organismos eucarioticos onde
foram estudadas e estao presentes em diferentes isoformas (Bridges & Moorhead
2005).

O numero de isoformas de proteinas 14-3-3 varia de organismo para
organismo: protistas e algumas algas possuem apenas uma; leveduras,
Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans possuem duas e muitas
plantas superiores possuem de 12 a 15. Na maioria dos mamiferos, inclusive em
seres humanos, sdo encontradas sete isoformas, identificadas pelas letras gregas
B (beta), 8 (sigma), € (epsilon), Y (gama), n (eta), T (tau) e { (zeta). Em organismos
com mais de uma isoforma de 14-3-3, a perda de uma delas por delecédo génica,
pode ser tolerada, o que indica um certo grau de redundancia funcional, mas a
delecdo de todos os genes de 14-3-3, testada experimentalmente em
Saccharomyces cerevisiae, é letal (Gelperin et al. 1995). A especificidade
funcional das isoformas de 14-3-3 pode ser resultado da expressao de genes
especificos ou regulagcédo por um ligante isoforma-especifico (Gardino et al. 2006,
Acevedo et al. 2007). As isoformas de 14-3-3 mesmo tendo afinidade por ligantes

em comum podem apresentar funcdes diferentes.
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Figura 5: Dimero estrutural da isoforma 14-3-3c humana. Cada monémero é formado por 9
alfa-hélices antiparalelas que podem formar dimeros (Benzinger et al. 2005).

Em diferentes organismos, de leveduras a mamiferos, j&4 foi demonstrado
que as proteinas 14-3-3 sao capazes de interagir com mais de 300 proteinas-alvo
(Schoonheim et al. 2007, Siles-Lucas et al. 2008). Em geral, as proteinas as quais
as 14-3-3 se ligam possuem motivos de fosfotreonina ou de fosfo-serina, definidos
por RSXpSXP e RXXXpSXP (onde R = Arginina, S = Serina, X = qualquer
aminoacido, pS = fosfo-serina, e P = prolina; a fosfotreonina — pT — pode substituir
a pS), mas ha varios casos descritos de proteinas-alvo nao-fosforiladas (Bridges
& Moorhead 2005).

As atividades das proteinas 14-3-3 em seus alvos especificos podem ser
exercidas por inducdo de mudancas conformacionais, por oclusdo fisica de
estruturas proteicas ou através da estruturacdo de um arcabouco proteico
(scaffolding) (Bridges & Moorhead 2005). Através destas interacbes com um
amplo repertério de proteinas-alvo e em diferentes contextos celulares, as
proteinas 14-3-3 desempenham um papel central em rotas de sinalizagdo

eucarioticas, regulando fungbes bioldgicas complexas, como o controle do ciclo
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celular, a apoptose, a organizacao do citoesqueleto, a resisténcia ao estresse, a
proliferacdo e a diferenciagcdo celulares, o desenvolvimento e a longevidade
(Darling et al. 2005, Thomas et al. 2005, Berdichevsky et al. 2006, Lottersberger
et al. 2006, Li et al. 2007, Morrison 2009, Yasmin et al. 2010).

Entre os organismos com modo de vida parasitario, as proteinas 14-3-3
tém sido mais estudadas em protozoarios, como aqueles dos géneros
Plasmodium e Trypanosoma, mas proteinas de algumas espécies de helmintos
parasitas (nematddeos e platelmintos) também ja foram investigadas (Siles-Lucas
& Gottstein 2003, Chaithirayanon et al. 2006). Dentre os helmintos parasitos,
espécies dos géneros Schistosoma e Echinococcus sao os que tiveram as
proteinas 14-3-3 mais estudadas, embora, até o momento, poucas fungdes
tenham sido atribuidas a elas.

Em Echinococcus spp., pelo menos oito genes codificadores de proteinas
14-3-3 ja foram identificados, cinco deles em E. granulosus e trés em E.
multilocularis. Em E. granulosus, trés proteinas 14-3-3 correspondentes a
isoforma e duas correspondentes a isoforma €. Estas sequéncias encontram-se
acessiveis em um banco de dados publico de ESTs do parasito

(http://www.nematodes.org/NeglectedGenomes/Lopho/LophDB.php).

Existem evidéncias experimentais do envolvimento das proteinas 14-3-3
com processos potencialmente relevantes para o desenvolvimento do parasito
(Siles-Lucas & Gottstein 2003, Siles-Lucas et al. 2008). Por exemplo, a 14-3-3( de
E. multilocularis é expressa em niveis relativamente mais elevados na membrana
germinativa, sugerindo que ela contribui para a proliferagdo de tipo tumoral dos

cistos multiloculares do parasito (Siles-Lucas et al. 1998, Siles-Lucas et al. 2001),
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e uma 14-3-3( de E. granulosus é produzida na glandula rostelar do adulto,
sugerindo seu envolvimento em processos secretdrios possivelmente associados
a fixacao do parasito no intestino delgado de hospedeiros definitivos (Siles-Lucas
et al. 2000).

Ha evidéncias cumulativas em Echinococcus spp. de que proteinas 14-3-3
sao antigenos com potencial diagnéstico bem como alto potencial vacinal (Siles-
Lucas et al. 2003, Siles-Lucas et al. 2007, Uribe et al. 2007, Siles-Lucas et al.
2008) o que justificaria uma avaliacdo imunolégica comparativa das diferentes
isoformas de 14-3-3 de E. granulosus. Em um estudo realizado do efeito da
proteina 14-3-3¢ de E. multilocularis na produgéo de éxido nitrico foi demonstrado
que a proteina 14-3-3¢ diminui a producdo de Oxido nitrico por macréfagos
ativados, indicando um papel imunomodulador por parte das proteinas 14-3-3 de
Echinococcus (Andrade et al. 2004, Siles-Lucas et al. 2008).

As duas isoformas 14-3-3¢ de E. granulosus foram identificadas em
analises protebmicas, estando presentes em protoescolices (Monteiro et al. 2010).
Além disso, estas duas isoformas foram detectadas em produtos de
secregao/excrecao de protoescélices em cultura (Virginio et al. manuscrito em
preparacao). Estes estudos sugerem que as proteinas 14-3-3 de E. granulosus,
parecem desempenhar um papel potencialmente importante na relacdo parasito-
hospedeiro. No contexto geral o conhecimento sobre as proteinas mediadoras de
processos moleculares importantes para a interacdo de parasitos do género
Echinococcus com seus hospedeiros como no caso as proteinas 14-3-3 de E.

granulosus representam alvos bastante interessantes para diversos estudos.
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2. Justificativa e objetivos

Os processos moleculares envolvidos na interacdo de parasitos do género
Echinococcus com seus hospedeiros sdo ainda bastante escassos. A maioria dos
estudos neste sentido restringe-se a investigacdo do papel de alguns antigenos
em processos de modulagdo da resposta imune do hospedeiro intermediario
(Gottstein et al. 2006, Rigano et al. 2007, Virginio et al. 2007), havendo uma
lacuna importante no que diz respeito ao conhecimento sobre os mecanismos
moleculares de interacdo parasito-hospedeiro, ndo diretamente relacionados a
imunidade. Pouco ainda se sabe, por exemplo, sobre mecanismos de adesao e a
respeito de rotas de sinalizagdo celular, que sédo obviamente vitais para o
estabelecimento e o desenvolvimento do parasito. Estes mecanismos e rotas
medeiam processos de fixacao ao hospedeiro e de proliferacao e diferenciacao
celular, fundamentais para o desenvolvimento do parasito ao longo de seu ciclo
vital.

Neste contexto, as proteinas 14-3-3 de E. granulosus representam alvos
bastante interessantes para estudo. Além dos papéis centrais e conservados que
estas proteinas desempenham em rotas de sinalizagdo candnicas que coordenam
funcbes celulares essenciais e o proprio desenvolvimento, elas podem, em
organismos parasitas como E. granulosus, desempenhar algumas fungdes mais
especializadas, no contexto do contato intimo e de longa duracéo entre parasito e
hospedeiro. Assim, é de fundamental importancia a caracterizacao das proteinas

14-3-3 presentes no metacestédeo de E. granulosus, levando a um maior
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conhecimento sobre as suas atividades no desenvolvimento e na manutengéo do

estagio larval patogénico do parasito

Sendo assim, este trabalho tem como objetivos:

1.

Clonar e expressar em E. colia 14-3-3¢1 de E. granulosus (Eg14-3-3¢1)

Otimizar as condi¢gdes de expressdo e solubilizagcdo da proteina

recombinante em cepas Escherichia coli

Produzir a Eg14-3-3¢1 de forma soluvel, pura e em quantidade

suficiente para utilizagdo em estudos funcionais.
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3. Materiais e métodos
3.1. Cistos hidaticos

Os cistos hidaticos foram coletados de visceras de bovinos naturalmente
infectados, em colaboragdo com um frigorifico do Rio Grande do Sul. No
processamento dos cistos, o liquido hidatico foi aspirado assepticamente com o
auxilio de seringa, e os protoescélices foram recuperados por sedimentacao e
lavados com PBS (27 mM KCI; 20 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 100 mM NaHPOy;

pH 7,4) para remog¢éo de contaminantes.

3.2. Preparacao de RNA de protoescolices e sintese do cDNA

O RNA foi extraido de 100 ul de protoescélices com TRIzol (Invitrogen)
para posterior reacdo de RT-PCR. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada
utilizando-se 300 ng de RNA, com a enzima SuperScript lll RT e Oligo dT Primer

do kit GeneRacer (Invitrogen).

3.3. Amplificacao da sequéncia-alvo e clonagem nos vetores de expressao

A sequéncia codificadora da isoforma 14-3-3¢1 de E. granulosus utilizada
nesse estudo foi obtida do banco de dados publicos lophoDB

(http://www.nematodes.org/NeglectedGenomes/Lopho/LophDB.php)sob) onde

seu cluster esta depositado sob a identificacdo de EGC00123, sendo que foi
gerado a partir de 1 EST derivada de bibliotecas de protoescdlices (Fernandez et

al. 2002).
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Para clonagem e expressdo na forma de fusdo com GST, a sequéncia
codificadora de 14-3-3¢1 de E. granulosus foi amplificada por PCR com os
iniciadores  F1 (5-GGTCGTTATGTCTTCTCTCAGT-3) e R1 (5°-
CTCCGACATTTCTTCATTTA-3’). Esses iniciadores continham nucleotideos
especificos para amplificacdo da sequéncia-alvo e mais 25 nucleotideos de
homologia com o vetor pGEX-TEV, construido em nosso laboratério (Vargas et al.
2009) a partir de modificacao do vetor de expressdo pGEX-4T1 (GE Healthcare),
para introducdo da sequéncia codificadora do sitio de clivagem da protease de
TEV . Os produtos da PCR foram usados como molde para uma segunda PCR,
com iniciadores contendo uma regiao adicional de 25 nucleotideos de homologia

com vetor.

Para clonagem e expressdao com cauda de histidina, a sequéncia
codificadora de 14-3-3¢1 de E. granulosus foi amplificada por PCR com os
iniciadores F2 (5-ATGTCTTCTCTCAGTAAGCGCGAG-3) e R2 (5-
ATCGGCTTTCGGCGGTTC-3’). Esses iniciadores continham nucleotideos
especificos para amplificacdo da sequéncia-alvo e mais 35 nucleotideos de

homologia com o vetor pET-26b.

A clonagem da sequéncia codificadora da Eg14-3-3¢1 em cada vetor foi
feita através do método de recombinacao homologa in vivo (Parrish et al. 2004). O
vetor pGEX-TEV foi linearizado por clivagem com endonuclease de restricao Xhol
e o vetor pET-26b com a endonuclease de restrigdo EcoRI e defosforilados com a
enzima SAP. Os vetores clivados foram purificados a partir de gel de agarose
utilizando o kit de purificacdo de DNA GFX (GE Healthcare). Para a clonagem em

pGEX-TEV foi utilizadas E. coli KC8 e, para clonagem em pET-26b foi utilizada E.
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coli DH5a. As células bacterianas foram transformadas com 50 ng de cada vetor
linearizado e 50 ng do produto de PCR a ser clonado em 25 pl de tampao KCM 2x
(200 mM KCI; 60 mM CaCl,; 100 mM MgCly,). Apds choque térmico, as células
foram incubadas em 1 ml de meio LB (Luria Bertani) a 37°C por 1 h, e semeadas
em meio seletivo com antibiéticos. A identificacdo dos plasmideos recombinantes
foi realizada por PCR de col6nia utilizando os iniciadores especificos dos vetores.
A extracado de DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina (Sambrook & Russel,
2001). O clone utilizado para posterior expressao foi sequenciado utilizando o Kit
Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences), em

sequenciador automatico MEGABACE 1000, conforme manual do fabricante.

3.4. Expressao da proteina recombinante

Os plasmideos recombinantes obtidos da clonagem em pGEX-TEV foram
utilizados para transformacéo em células de E. coli BL21 Codon Plus RIL, BL21
Star (DES3), BL21 pLysE (DE3), BL21 Codon Plus RP e Rosetta (DE3) pLysS. A
expressao da proteina recombinante em fusdo com a GST foi induzida com IPTG
nas concentragdes finais de 0,1 mM e 0,5 mM, em tempos de 3 e 16 h sob
agitacao, e com temperaturas de 37°C, 28°C, 23°C e a 20°C. Os plasmideos
recombinantes obtidos da clonagem em pET-26b foram utilizados para
transformacao em células de E. coli BL21 Codon Plus RIL (DE3). A expressao da
proteina recombinante foi induzida com IPTG nas concentragdes finais de 0,1
mM, 0,5 mM e 1 mM, em tempos de 3 e 16 h sob agitacdo, na temperatura de
30°C. A expressdo das proteinas recombinantes foi avaliada por eletroforese em

gel de poliacrilamida - SDS 12%.
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3.5. Solubilizacao de proteina recombinante

Apos a expressao, as células foram submetidas a processos de solubiliza¢ao.
Foram utilizados triton X-100 nas concentragées de 0,5%, 0,75%, 1%, 1,5% e 2%,
tween nas concentragées de 0,5%, 1% e 1,5% e sarcosil nas concentragdes de
0,5%, 0,75%, 1%, 1,25% e 1,5%. A solubilizagdo da proteina recombinante foi

avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS 12%.

3.6. Purificacao da proteina recombinante fusionada a GST

A fracédo soluvel foi incubada com a resina glutationa-Sepharose 4B (GE
Healthcare) para a purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de
afinidade. Para a eluicdo da proteina foram utilizados os tampdes:

- 20 mM Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCI - pH 8,0;

- 20 mM Glutationa reduzida, 120 mM de NaCl e 100 mM Tris-HCI - pH 8,0;
- 20 mM Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCI - pH 9,0;

- 2% Acido férmico e 150 mM de NaCl - pH 2,0

- 75 mM Hepes, 150 mM de NaCl, 5mM de DTT e 0,1% de SDS - pH7,4

A proteina recombinante ligada a resina foi clivada com a protease TEV na
propor¢ao 0,01 mg da protease para 0,1 mg da proteina de fuséo, a 34°C por 16
horas. A eficiéncia da clivagem foi determinada por eletroforese em gel de

poliacrilamida—SDS (SDS-PAGE) 12%.
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3.7. Extracao da fracao periplasmatica

Para a extracdo da fracdo periplasméatica as células foram submetidas a
choque osmoético e também choque osmoético associado ao uso de lisozima.
Inicialmente as células foram ressuspendidas em tampéao contendo 20% sacarose
500 pg/ml lisozima, 200mM Tris-HCI pH 7,5 e 1mM EDTA. As células foram
incubadas por 15 min a temperatura ambiente com agitagdo, e posteriormente
adicionando igual volume de agua destilada gelada e incubadas por mais 15 min
em banho de gelo com agitacado. A recuperacao da fragdo periplasmatica foi por

centrifugacao a 13.000 g a 4°C.

3.8. Purificacao da proteina recombinante fusionada a cauda de histidina

A fracdo periplasmatica foi incubada com 3 diferentes resinas por 30
minutos a 4°C. Foi utilizada a resina HisLink (Promega) de niquel, pré-equilibrada
com o tampao 10 mM de imidazol e 100 mM de Hepes pH 7,5, a resina de niquel
NI-NTA (QIAGEM), pré-equilibrada com tampao 50mM de NaH>PO,, 300 mM de
NaCl e 10 mM de imidazol e a resina de cobalto Talom (Clontech) pré-equilibrada
com o tampao 50 mM de fosfato de sédio e 300 mM de NaCl. Apds a incubacao
foi realizada a lavagem das resinas com os mesmos tampdes de equilibrio, mas
sem o imidazol com o objetivo de remover as proteinas ndo aderidas a resina e
também possiveis ligacbes inespecificas. A proteina foi eluida com tampdes
contendo diferentes concentragbes de imidazol (10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM,
50 mM, 100 mM e 150 mM). As elui¢cdes da proteina foram dialisadas em tampao

em tampéo 150 mM KClI, 75mM KH,PO,4, 10% glicerol pH 7,5.
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3.9. Analise eletroforética de DNA e RNA em géis de agarose

Para a vizualizagdo de DNA e RNA as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% com tampao TBE 1X (89 mM Tris-HCI; 2,5 mM
EDTA e 89 mM Acido Bérico - pH 8,3) e GelRed. As bandas foram visualizadas
sob luz ultravioleta (UV) e fotodocumentadas em aparelho Gel Doc XR (Bio-Rad).
O marcador de tamanho molecular utilizado foi o plasmidio pUC18 clivado com a

enzima Ddel.

3.10. Analise eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS

Para separacao eletroforética de proteinas foi utilizado o sistema de SDS-
PAGE na concentragdo de 12%. As amostras foram resolvidas em um sistema de
cubas verticais de eletroforese (BioRad). A eletroforese era realizada em tampéao
Tris-glicina/SDS (250 mM Tris-Cl; 1,92 mM glicina; 1% SDS; pH 8,3) e com uma
voltagem constante de 100V.

As amostras a serem analisadas foi adicionada 0.2 volume de tamp&o de
amostra 5X com B-mercaptoetanol (625 mM Tris-Cl; 0,2% azul de bromofenol;
2.3% SDS; 10% glicerol; 5% B-mercaptoetanol), para eletroforese em condicdes
redutoras. As amostras foram fervidas a 100°C, por 5 min antes da aplicagdo no
gel.

As estimativas de massa molecular das proteinas foram feitas por
comparagao com marcador de massa molecular (Promega) aplicado nos géis.
Para visualizagdo das proteinas apds a eletroforese, os géis foram corados com

coomassie blue (1% coomasie brilliant blue R-250; 10% acido acético; 50%
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metanol) por 20 min a 65°C. O excesso de corante foi removido com acido acético

10% em banho-maria a 65°C.
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4. Resultados

4.1. Clonagem da sequéncia codificadora Eg14-3-3¢1

A sequéncia codificadora da proteina Eg14-3-3¢1 foi eficientemente
amplifica por PCR. Para amplificar a sequéncia para posterior clonagem em
pGEX-TEV, foram gerados amplicons de 818 pb (Figura 6A). Para amplificacao
da sequéncia para posterior clonagem em pET-26b foi gerado fragmento de

811pb (Figura 6B).

910 pb-

540 pb-
490 pb-

235 pb-

Figura 6: Amplicons gerados para clonagem da sequéncia codificadora da isoforma Eg14-3-
3¢l nos vetores pGEX-TEV e pET-26b. Eletroforese em géis de agarose 1%. (A) M:
marcador de tamanho molecular; 1: produto da PCR amplificado para clonagem em pGEX-
TEV (produto de 818 pb, indicado pela seta); 2: controle negativo — PCR sem DNA. (B) M:
marcador de tamanho molecular (pb); 1: produto da PCR amplificado para clonagem em pET-
26b (produto de 811 pb, indicado pela seta); 2: controle negativo — PCR sem DNA.

A clonagem por recombinagdo homéloga no vetor pGEX-TEV resultou em
trés colonias recombinantes do total de 22 col6nias transformantes, confirmadas
por PCR de col6nia. Nessa reacao de PCR, a regido amplificada corresponde ao
sitio multiplo de clonagem onde as sequéncias s&o inseridas. Plasmideos

recombinantes apresentaram produtos de 1211 pb, enquanto 0s néo
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recombinantes apresentaram produtos de 393 pb (Figura 7A). A clonagem por
recombinagdo homodloga no vetor pET-26b resultou em 13 colbnias
recombinantes do total de 17 colénias transformantes, confirmadas por PCR de
colénia. Os plasmideos recombinantes apresentaram fragmentos de 811 pb
(Figura 7B). As clonagens da sequéncia codificadora da Eg14-3-3¢1 nas fases de

leitura corretas para expressao foram confirmadas por sequenciamento.

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23

A

910 pb-
540 pb-
490 pb-
235 pb-
166 pb-

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

910 pb-
540 pb-
490 pb-

Figura 7: Andlise dos clones obtidos para sele¢do dos recombinantes. Eletroforese em
géis de agarose 1%. (A) PCR de colbénia a partir da clonagem em pGEX-TEV. M:
marcador de tamanho molecular; 1-3 produtos com 1211 pb (indicados pela seta)
clonagem da sequéncia de interesse no vetor de expressao; 4-22: Produtos de 393 pb
(indicados pela seta) plasmideos ndo recombinantes; 23: controle negativo — PCR sem
DNA. (B) PCR de col6nia a partir da clonagem em pET-26b. M: marcador de tamanho
molecular; 1,3,7,17: plasmideos ndo recombinantes; 2, 4-6, 8-16: produtos com 811 pb
(indicados pela seta) clonagem da sequéncia de interesse no vetor de expressao; 18:
controle negativo — PCR sem DNA; 19: controle positivo- amplificagdo do cDNA.
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4.2. Expressao da proteina Eg14-3-3¢1 em E. coli a partir de pGEX-TEV

Os vetores recombinantes obtidos da clonagem em pGEX-TEV foram
utilizados para transformacdo em células de E. coli, para a expressdao das
proteinas recombinantes. Para todas as diferentes cepas testadas houve a
expressao da proteina recombinante em fusdo com a GST (massa molecular de
54 kDa). Nao houve diferenca de expressao utilizando diferentes concentracoes
de IPTG (0,1 mM e 0,5 mM), assim como nao houve diferenca utilizando
diferentes tempos de inducao (3 h e 16 h). Como nao houve diferencga significativa
no nivel de expressdo da Eg14-3-3¢1 nas diferentes linhagens testadas (BL21
Codon Plus RIL, BL21 Star (DES), BL21 pLysE (DE3), BL21 Codon Plus RP e
Rosetta (DE3) pLysS) (dados ndo mostrados), optou-se por utilizar a indugéo
com 0,1 mM de IPTG por 3 h a 37°C e a cepa BL21 codon Plus RIL, pois esta
linhagem possui os genes que codificam tRNAs para cédons Arginina, Isoleucina
e Leucina, sendo que 19,4% da sequéncia da Eg14-4-4¢1 € constituida por esses

aminoacidos (Figura 8).
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Figura 8: Expressao da proteina Eg14-3-3¢1 em E. coli. SDS-PAGE 12% para andlise da
expressao da proteina recombinante a partir da clonagem em pGEX-TEV. 1: marcador de
massa molecular; 2: cultura ndo induzida; 3 cultura induzida. A massa molecular da
proteina em fusdo com a GST (54 kDa) esta indicada.
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Também durante a padronizagdo da expressao da proteina em fusdao com
a GST, foi verificado que a proteina estava na fragao insoluvel em todas as cepas
que foram utilizadas na expressdo. Com isso foi realizada a expressdao da
proteina em diferentes temperaturas (28°C, 23°C e a 20°C), mas mesmo com a

diminuigdo da temperatura a proteina ainda se encontrava na fragédo insoluvel.

4.3. Purificacao da proteina recombinante fusionada a GST

Os testes de solubilizacdo mostraram que nao foi possivel solubilizar a
proteina utilizando triton X-100 e tween 20. Mas utilizando sarcosil foi possivel
solubilizar a proteina com todas as concentracdes de sarcosil testadas (Figura
9A). Apés a solubilizacao a fragao solubilizada com 0,5% de sarcosil foi incubada
com a resina para posterior eluicdo. O tampéao de eluigao inicialmente utilizado foi
20 mM Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCI - pH 8,0 mas a proteina nao eluiu.
Testamos a adi¢ao de sal com o tampao 20 mM Glutationa reduzida, 120 mM de
NaCl e 100 mM Tris-HCI - pH 8,0 e a mudanca de pH com os tampdes 20 mM
Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCI - pH 9,0 e 2% Acido férmico e 150 mM de
NaCl, pH 2,0 mesmo assim a proteina nao eluiu. Com isso optamos pela clivagem
da proteina de fusédo a fim de liberar a 14-3-3. Foi utilizada a protease TEV e a
clivagem da fusao foi parcial (Figura 9B). Mesmo ap6s a proteina de fusao ter
sido clivada a 14-3-3 continuava retida na resina, assim como o restante da fusdo

e a GST.
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Figura 9: Solubilizagao e clivagem da proteina recombinante - SDS-PAGE 12%.
(A) Solubilizagao da proteina recombinante. 1: marcador de massa molecular; 2:
fracdo sollvel; 3 fragao insoluvel. (B) Clivagem da proteina recombinante. 1:
marcador de massa molecular; 2: clivagem da fusao (1: proteina de fusao, 2: 14-
3-3¢1 (28 kDa), 3: GST (26kDa)).

Depois da clivagem eluimos a proteina com o tampao 75 mM Hepes, 150
mM de NaCl, 5mM de DTT e 0,1% de SDS - pH7,4, mas como este tampéo é
desnaturante ndo é viavel esta eluicdo pois a proteina sera utilizada para ensaios
funcionais necessitando estar na forma mais nativa possivel. Devido a isso nao foi
possivel a purificar a proteina Eg14-3-3¢1, estando sua sequéncia clonada no

vetor pGEX-TEV.

4.4. Expressao da proteina Eg14-3-3¢1 em E. coli a partir do vetor pET-26b

Os vetores recombinantes obtidos da clonagem em pET-26b foram
utilizados para transformacéo em células de E. coliBL21 Codon Plus RIL (DE3). A
massa molecular esperada € de 28 kDa. Ndo houve diferenca de expresséo

utilizando diferentes concentracgées de IPTG (0,1 mM e 0,5 mM), assim como néao
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houve diferenga utilizando diferentes tempos de inducao (3 h e 16 h). Como nao
houve diferenca de expressao entre as condi¢des testadas optamos pela indugéo

com 0,1 mM de IPTG por 3 h a 30°C (Figura 10).

kDa 1 2 3
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Figura 10: Expressao da proteina Eg14-3-3¢1 em E. coli. SDS-PAGE 12% para analise
da expressao da proteina recombinante a partir da clonagem em pET-26b. 1: marcador
de massa molecular; 2: cultura ndo induzida; 3 cultura induzida. A massa molecular da
proteina com cauda de histidina (28 kDa) esté indicada.

4.5. Purificacao da proteina recombinante com cauda de histidina

Apobs a extracao da fracao periplasmatica foi possivel visualizar a presenca
de uma proteina na mesma massa molecular da Eg14-3-3¢1 assim como a
presenca de outras proteinas (Figura 11 A). O protocolo de choque osmético
demonstrou melhor resultado quando associado a lisozima. A incubagdo da
fracdo periplasmatica com as diferentes resinas demonstrou que as nas trés
resinas utilizadas (Hislink, NI-NTA, e Talom), houve a ligacdo da proteina de

interesse, bem como outras proteinas da fracdo periplasmatica. No entanto a
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resina HisLink, além de ser aquela onde houve ligagdo mais eficiente da proteina
Eg14-3-3¢1 foi a resina que apresentou menos ligagdes inespecificas, com isso a
resina HisLink foi escolhida para posteriores purificagdes. Para a eluicdo da
proteina, foram testadas 7 diferentes concentragdes de imidazol (10 mM, 20 mM,
30 mM, 40 mM, 50 mM, 100 mM e 150 mM), no entanto a proteina ja pode ser

eluida da resina com a menor concentragcao de imidazol utilizada (10 mM) (Figura

11B).
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Figura 11: Extracdo da fracdo periplasmatica e purificagdo da proteina Eg14-3-3¢1 -
SDS-PAGE 12%. (A) Resultado da extragao da fragao periplasmatica. 1: marcador de
massa molecular; 2: fragao periplasmatica. (B) Purificacdo da Eg14-3-3¢1. 1: marcador
de massa molecular; 2-6: Eluigbes da proteina Eg14-3-3¢1 recombinante (indicada

pelas setas).

Foram utilizados 200 ml de cultura para essa purificagdo sendo obtidos 100
Hg de proteina. Para a producdo em maior escala da proteina recombinante foi
utiizada as mesmas condicbes inicialmente padronizadas. No entanto foi
identificado que a além da proteina de interesse, uma proteina inespecifica com

uma massa molecular préxima a 50 kDa estava presente ligada a resina e nas

40



eluicbes (Figura 12). A fim de minimizar as ligagbes inespecificas foi adicionado
ao tampéo de equilibrio 300mM de NaCl também foi adicionado 300 mM de NaCl
no tampéo de lavagem com o objetivo eluir a proteina inespecifica da resina
durante a lavagem. Também utilizamos um filtro Amicon Ultra (Millipore) com um
corte de 50 kDa com o objetivo de separar as duas proteinas, no entanto mesmo
a proteina de interesse tendo uma massa molecular de 28 kDa as duas proteinas

se mantiveram na parte superior do filtro, ndo sendo possivel separa-las.
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Figura 12: Purificagdo da proteina Eg14-3-3¢1 - SDS-PAGE 12%. 1: marcador de
massa molecular; 2: resina Hislink apds incubacéo com a fragao periplasmatica. 3-7:
Eluigbes da proteina (indicada pelas setas).
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5. Discussao

A caracterizacao de proteinas 14-3-3 em E. granulosus pode auxiliar na
compreensao de aspectos biolodgicos basicos do parasito e nos mecanismos
moleculares utilizados para o desenvolvimento e manutengéo do cisto hidatico
nas visceras do hospedeiro intermediario por longo periodo de tempo. As
proteinas 14-3-3 ja foram diretamente relacionadas a importantes processos
celulares em eucariotos, através de interagdo com diversas moléculas
reguladoras. Interagem por exemplo, com dominios citosolicos de fatores de
crescimento, sdo capazes também de atuar como inibidores de apoptose via
interacdo com proteinas reguladoras deste processo (Aitken 2006). Muitos
desses padrdes de interacdo descritos também foram observados em organismos
do género Echinococcus. Assim, apesar de interacdes entre 14-3-3 e moléculas
reguladoras, como fatores de crescimento, ainda nao terem sido completamente
elucidadas, parece que estas associagdes poderiam estar envolvidas na
regulagdo da proliferacdo celular, sobrevivéncia e invasdo em Echinococcus
(Siles-Lucas et al. 2008). Deste modo, com base em algumas evidéncias
experimentais, proteinas pertencentes a familia 14-3-3 ja foram apontadas como
moléculas de grande relevancia em parasitos, sendo também estudadas em E.

granulosus e E. multilocularis.

No presente estudo, a isoforma proteina 14-3-3¢1 de E. granulosus foi
expressada em E. coli a partir de sua clonagem em dois diferentes vetores de

expressao. As clonagens foram realizadas por recombinacdo homoéloga in vivo.
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Essa técnica foi escolhida como metodologia para clonar a proteina-alvo devido a
sua praticidade e eficiéncia. E possivel, por meio dela, a obtencdo de clones com
os produtos corretos com boa eficiéncia a partir de apenas 20 nucleotideos
homélogos ao vetor em cada extremidade (Parrish et al. 2004). De forma a
aumentar a eficiéncia da clonagem, nesse estudo foram projetados iniciadores
que inseriram 50 nucleotideos homélogos ao vetor pGEX-TEV e 35 nucleotideos
homdélogos ao vetor pET-26b em cada extremidade da sequéncia alvo ao final da
PCR. Outro fator que influencia na eficiéncia da clonagem é o tratamento do vetor
com a enzima SAP, remove grupamentos fosfato e impede a religacdo do DNA. A
desfosforilacdo das extremidades do plasmideo apo6s sua linearizacdo aumenta
significativamente a eficiéncia, diminuindo o numero de falsos positivos (Oliner et
al. 1993).

Dois sistemas de expressdo baseados em vetores plasmidiais foram
utilizados: pGEX-TEV e pET-26b. O vetor pGEX-TEV, tem as mesmas vantagens
de outros vetores comerciais da série pGEX, como ter um promotor forte, que
permite um elevado nivel de transcricdo da sequéncia clonada e ser fortemente
regulado para minimizar cargas metabdlicas durante a multiplicacdo da célula
hospedeira (Weickert et al. 1996). Além disso, expressa a proteina de interesse
em fusdo com a GST (Smith & Johnson 1988), o que torna possivel a sua
purificacdo por cromatografia de afinidade a partir de extratos de E. coli. O
diferencial da construcao realizada foi a adicao da sequéncia codificadora do sitio
de clivagem da protease TEV (Kapust & Waugh 1999). Isso viabilizou a liberacéo
da proteina de interesse expressada como fusdo com GST por clivagem com a

protease TEV em substituicdo a trombina, normalmente utilizada para clivagem de
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proteinas de fusdo expressas em vetores comerciais da série pGEX-4T. A TEV é
produzida em nosso laboratorio, utilizando vetor pRK508 TEV, que contém sua
sequéncia codificadora clonada, o que reduz os custos da produgéo de proteinas
recombinantes. A alta especificidade da protease TEV e sua atividade na
presenca de inibidores de proteases e sob uma ampla gama de condi¢gdes torna
uma ferramenta ideal para a remocao de tags de fusdo a partir de proteinas
recombinantes (Fang et al. 2007).

A insolubilidade de proteinas recombinantes representa uma dificuldade
para estudos estruturais e funcionais de proteinas. Apenas cerca de metade de
todas as proteinas recombinantes, mesmo aquelas de origem bacteriana, sao
soluveis quando expressas em E. coli (Christendat et al. 2000). A expressao de
proteinas em um sistema heter6logo pode conduzir a formacdo de corpos de
inclusdo, e consequentemente a insolubilidade do produto proteico. Os corpos de
inclusdo sao agregados de proteinas e essa agregacdo estd ligada a
conformacao e a estabilidade da proteina (Fink 1998). A insolubilidade pode ser
sido gerada por inumeros fatores, como a auto-agregacdo de intermediarios
conformacionais e a agregagdao com os componentes da membrana plasmatica
durante ou apds a lise da célula (Frankel et al. 1991).

A expressdao da proteina Eg14-3-3¢1 recombinante estando a sua
sequéncia codificadora clonada em pGEX-TEV se demonstrou insoluvel.
Proteinas insollveis clonadas em vetores que continham a adicdo do sitio de
clivagem da TEV ja foram observadas anteriormente (Kurz et al. 2006). Sendo
que as proteinas foram avaliadas expressas em E. coli através de vetores

convencionais e vetores com a inclusdo do sitio de clivagem TEV. Os resultados
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obtidos demonstraram que a inclusdo de um sitio de clivagem TEV teve um
impacto negativo sobre a solubilidade de todas as proteinas expressas avaliadas.

Devido a insolubilidade da Eg14-3-3¢1 recombinante fez-se necessario o
uso de detergente sarcosil para a solubilizacdo, sendo que foi possivel observar
em torno de 60% da proteina na fracao soluvel. O sarcosil € um detergente i6nico
amplamente utilizado na solubilizacdo de proteinas, (Frangioni & Neel 1993, Tao
et al. 2010). O uso do sarcosil é capaz de afetar as interagdes que se formam
com os agregados de proteina (Frankel et al. 1991).

Apobs a solubilizagdo da Eg14-3-3¢1 com sarcosil 0,5% e clivagem com a
protease TEV, néo foi possivel purificar a proteina Eg14-3-3¢1 recombinante,
porque ela se ligou diretamente a resina glutationa-Sepharose 4B. Com isso, ndo
foi possivel eluir a proteina sem utilizar agentes desnaturantes. E possivel que
possa ter havido alteragées na conformagao da proteina, pois esta ficou retida na
resina mesmo apds sua liberagéo da fusdo. Foi possivel eluir a proteina utilizando
agentes desnaturantes, no entanto a proteina recombinante se destina a estudos
funcionais ndo sendo possivel utilizar esta proteina desnaturada. Para a
imunizagcdo de animais e produgcdo de anti-soros é possivel utilizar a proteina
desnaturada, mas como nao foi possivel a separacdo da Eg14-3-3¢1 da GST,
optamos por nao utilizar a proteina para imunizagdo. Em nosso laboratério foi
realizada a expressdo de outras proteinas recombinantes em vetor pGEX-TEV,
sendo que as proteinas que estavam na fragdo soluvel, ndo necessitando de
nenhum tratamento adicional foi possivel purificar até 7 mg de proteina por litro de

cultura.
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Com a dificuldade de purificar a Eg14-3-3¢1 recombinante, estando a
sequéncia codificadora clonada em pGEX-TEV optamos por outra estratégia de
purificagdo. A sequéncia codificadora da isoforma Eg14-3-3¢1 foi entdo clonada
no vetor de expressao o pET-26b. O pET-26b apresentar a sequéncia pelB leader
0 que pode proporcionar a exportacdo das proteinas para o espaco
periplasmatico. Essa exportacdo pode promover a conformagdo apropriada a
proteina e proteger a proteina de clivagens proteoliticas (Makrides 1996). A
secrecao de proteinas recombinantes para o espaco periplasmatico tem inUmeras
vantagens sobre a expressao de proteinas no citoplasma (Gholipour et al. 2010).
O espaco periplasmatico contém em torno de 4% das proteinas totais celulares, o
que facilita sua purificacdo também o ambiente oxidante do periplasma facilita a

dobradura adequada das proteinas (Makrides 1996).

A extracdo da fragdo periplasmatica por uso de choque osmético € uma
metodologia simples que permite que as proteinas que se encontram no
periplasma, sejam liberadas para o meio, este método depende diretamente da
permeabilidade da membrana externa (Chen et al. 2004) Neste trabalho, a fim de
aumentar a liberagdo das proteinas também usamos enzima lisozima associada
ao choque osmdtico sendo que ha trabalhos que relatam o aumento da extracao
de proteinas com o uso de lisozima (French et al. 1996) e em nosso caso,
também foi possivel evidenciar que a adi¢do de lisozima melhora a extracao da

fracao periplasmatica.

A purificagao da proteina Eg14-3-3¢1 recombinante com cauda de histidina

foi realizada em resina de niquel, sendo que o pET-26b possui uma cauda de 6
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histidinas que possuem afinidade por ions metalicos como niquel e cobalto. Neste
trabalho foram testadas trés diferentes colunas, sendo duas de niquel e uma de
cobalto com a finalidade de verificar qual apresentava menos ligagdes
inespecificas, bem como qual apresentava melhor ligacdo da proteina de
interesse. A resina com melhor resultado foi a HisLink, portanto essa a escolhida.
Essa purificacdo pode ser feita em uma Unica etapa, ndo necessitando a clivagem
para a liberacdo da proteina-alvo. A ligagdo da Eg14-3-3¢1 com a resina nao foi
muito forte, pois a proteina se desliga da resina com concentracbes minimas de
imidazol o que impossibilitou o uso do imidazol no tampdo de lavagem. Um
problema encontrado na metodologia de purificagédo utilizando resina de niquel, é
que essa resina pode reter varias proteinas de E. coli, sendo que algumas dessas
proteinas j4 estdo bem caracterizadas, como a FKBP-peptidil-prolil-isomerase
(WUlfing et al. 1994).

Apesar de conseguirmos purificar a proteina Eg14-3-3¢1 recombinante com
um rendimento final de 100 pg em 200ml de cultura encontramos varias vezes a
presenca de uma proteina inespecifica que purifica juntamente com a proteina
recombinante. Entre as alternativas para resolver este problema estdo a
expressédo da proteina recombinante em outras linhagens de E. coli (BL21 Star
(DES), BL21 pLysE (DES), e Rosetta (DE3)) ou utilizar uma segunda técnica de
purificacdo como a gel filtragcdo, que possa separar as duas proteinas por massa
molecular.

A proteina Eg14-3-3¢1 recombinante sera utilizada em diferentes
estratégias para a caracterizacao do repertério de proteinas que interage com a

isoforma 14-3-3¢1 de E. granulosus. Para isso seréo realizados experimentos de
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gel-overlay (Tabunoki et al. 2008) e também ensaios de cross-linking. Essas
técnicas nos permitirdo evidenciar possiveis fun¢cdes desempenhadas por esta
proteina no parasito. Experimentos de gel-overlay foram utilizados em nosso
laboratério para identificar proteinas que interagem com as isoformas 14-3-3C2 e
14-3-3¢3. E como resultados preliminares foram identificadas algumas proteinas
de interacdo, como as enzimas da via glicolitica (enolase, GAPDH, aldolase,
fosfoglicerato-mutase e malato-desidrogenase) e proteinas de resposta a estresse
(HSP 20, HSP70 e HSP90). A proteina Eg14-3-3¢1 recombinante também sera
utilizada para a imunizagdo de animais com o objetivo de verificar potencial
imunogénico da proteina, e também devera proporcionar a produ¢ao de anti-soro
policlonal a ser utilizado em experimentos de imunoblot e de imuno-histoquimica,
em diferentes componentes do cisto hidatico utilizando amostras de liquido
hidatico, de camada germinativa e de protoescélices com o objetivo de analisar o

padrao de expressao da proteina Eg14-3-3¢1 nativa correspondente.
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