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Resumo 

O Echinococcus granulosus é um platelminto parasita da classe Cestoda, que 

tem, como hospedeiros definitivos, os canídeos, e, como hospedeiros 

intermediários mais comuns, ungulados domésticos e o homem. Este parasito é o 

agente etiológico da hidatidose cística, zoonose hiperendêmica no Cone Sul da 

América do Sul, incluindo o sul do Brasil. Para o estabelecimento e manutenção 

do cisto hidático por longos períodos de tempo (infecção crônica), o parasito 

secreta e expõe ao seu hospedeiro numerosas proteínas, que podem apresentar 

tanto atividade imunomoduladora, como estar relacionadas a atividades 

fisiológicas do parasito. As proteínas 14-3-3 constituem uma família altamente 

conservada de moléculas reguladoras eucarióticas, que são capazes de interagir 

com diferentes proteínas ligantes em diversos contextos celulares, regulando 

funções biológicas complexas. Em E. granulosus, foram identificadas cinco 

proteínas 14-3-3, sendo três isoformas ζ e duas isoformas ε. Essas proteínas 

podem estar envolvidas em interações parasito-hospedeiro que propiciam o 

estabelecimento e o desenvolvimento da forma larval patogênica (metacestódeo). 

Para a futura caracterização funcional da proteína 14-3-3ε1 de E. granulousus 

(Eg14-3-3ε1), já detectada em componentes do metacestódeo, a sua sequência 

codificadora foi expressada em Escherichia coli. A clonagem foi realizada em dois 

vetores plasmidiais distintos (pGEX-TEV e pET-26b), para permitir a expressão 

em E. coli da proteína Eg14-3-3ε1 recombinante no citoplasma, em fusão com a 

GST, e no espaço periplásmatico, com cauda de histidina, respectivamente. A 

solubilização da Eg14-3-3ε1 em fusão com a GST foi obtida com 0,5% de 

sarcosil, mas no entanto não foi possível a sua purificação. A proteína Eg14-3-3ε1 

com cauda de histidina foi obtida por extração da fração periplasmática seguida 

da purificação por cromatografia de afinidade, tendo sido obtido  um rendimento 

final de 0,5 mg/l de cultura. A proteína Eg14-3-3ε1 recombinante purificada será 

futuramente utilizada em ensaios funcionais, buscando inicialmente a identificação 

de seus ligantes proteicos dentre o repertório de proteínas do parasito e do 

hospedeiro, no contexto da infecção crônica. 
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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 ζ 

isoform and two ε 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 14-3-3ε1 protein from 

E. granulousus (Eg14-3-3ε1) previously detected in metacestode components, its 

coding sequence was expressed in Escherichia coli. The cloning was done into 

two different plasmid vectors (pGEX-TEV and pET-26b), to produce recombinant 

Eg14-3-3ε1 protein in E. coli, in the cytoplasm, in fusion with GST, and 

periplasmatic with histidine tail, respectively. Solubilization of Eg14-3-3ε1 fused 

with GST was achieved with 0.5% sarcosil, yet it was not possible to purify it. The 

Eg14-3-3ε1 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 Eg14-3-3ε1 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. Introdução 

1.1. Echinococcus granulosus e hidatidose cística 

 
O gênero Echinococcus, Rudolphi 1801, pertence família Taeniidae classe 

Cestoda filo Platyhelminthes. Os membros deste filo caracterizam-se por serem 

animais triploblásticos, acelomados e achatados dorso-ventralmente. Os 

membros do gênero Echinococcus são endoparasitos que necessitam dois 

hospedeiros mamíferos para completar seus ciclos vitais. Diferentes hospedeiros 

intermediários são descritos para as espécies pertencentes ao gênero 

Echinococcus (Thompson & McManus 2002). Para as espécies Echinococcus 

vogeli e Echinococcus oligarthus, por exemplo, roedores. Para a espécie 

Echinococcus multilocularis, além de roedores, também são descritos como 

hospedeiros intermediários suínos selvagens e domésticos, assim como primatas. 

Para Echinococcus granulosus são descritos como hospedeiros intermediários 

principalmente ungulados domésticos que incluem ovinos e bovinos além de 

cabras e camelos para alguns grupos isolados. 

Todas as espécies que fazem parte do gênero Echinococcus são infectivas 

para seres humanos na sua fase larval. Dentre estas espécies, E. granulosus é a 

mais estudada, por apresentar grande importância médica e veterinária, sendo o 

agente causador da hidatidose cística (Thompson et al. 1995), que é um 

importante problema de saúde em diversas partes do mundo. Os seres humanos 

adquirem a infecção acidentalmente, ao entrarem em contato com os ovos do 

parasito.  

E. granulosus, na sua forma adulta, é uma pequena tênia, com 2 a 7 mm 

de comprimento (Eckert & Deplazes 2004). Na sua porção anterior, o verme 
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adulto apresenta um escólex, que possui quatro ventosas musculares e um 

rostelo com duas fileiras de ganchos, envolvidos na fixação do parasito no 

hospedeiro. O corpo ou estróbilo é composto de três segmentos ou proglótides, 

que diferem no seu estágio de maturação sexual. A primeira proglótide é dita 

jovem ou imatura, a segunda é a proglótide sexualmente madura, e a última, a 

proglótide grávida que contém os ovos do parasito (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 E. granulosus necessita de dois hospedeiros para completar o seu ciclo de 

vida (Figura 2). O verme adulto vive no intestino delgado de um canídeo 

(hospedeiro definitivo), que geralmente é um cão doméstico. Os ovos são 

Figura 1: Forma adulta do Echinococcus granulosus.  O parasito adulto possui um escólex 

globular, onde encontram-se estruturas de adesão e fixação, e um estróbilo composto por três 

proglótides. A proglótide imatura, a proglótide madura, e a proglótide grávida. Modificado de 

http://www.cmpt.ca/photo_album_parasitology/parasitology_photos_4_ces.htm. 
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eliminados pelo adulto juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo, sendo 

presumivelmente maduros e, portanto, possuem capacidade infectiva. Após a 

liberação no ambiente, os ovos são dispersos pelo vento, pela água e por insetos 

e são infecciosos para os hospedeiros intermediários, que, em geral, são 

ungulados domésticos. O homem é infectado acidentalmente pela ingestão de 

ovos do parasito através das mãos, comida, água ou outros materiais 

contaminados com fezes do hospedeiro definitivo (Eckert & Deplazes 2004). 

Depois de ingerido pelo hospedeiro intermediário, o ovo sofre a ação de enzimas 

digestivas, o que leva à liberação da oncosfera. A oncosfera atravessa a parede 

intestinal e, por via venosa ou linfática, atinge diferentes órgãos do hospedeiro, 

principalmente pulmões e fígado, onde fica retida em vasos de pequeno calibre. 

Uma vez fixada, a oncosfera inicia um complexo processo de diferenciação, 

dando origem ao cisto hidático (metacestódeo) que é a forma larval patogênica. 

Cistos hidáticos de E. granulosus em seres humanos se desenvolvem 

principalmente no fígado (70%) e pulmões (20%), com 10% dos cistos podendo 

ocorrer em outros locais, como cérebro, musculatura, coração, rins e ossos 

(Jenkins et al. 2005). 

Os pré-adultos (protoescólices) originam-se a partir da membrana interna 

do cisto hidático. Ao ser ingerido por um hospedeiro definitivo juntamente com 

vísceras infectadas por cistos hidáticos, cada protoescólex tem a capacidade de 

se diferenciar em um verme adulto, fechando o ciclo vital do E. granulosus.  
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O metacestódeo (Figura 3) é composto por uma camada germinativa 

interna que é sustentada por uma camada laminar que é secretada pela camada 

germinativa e é constituída principalmente de mucopolissacarídeos e de uma 

pequena fração proteica. Externamente, o cisto é envolto pela camada adventícia, 

a qual é constituída por tecido conjuntivo do hospedeiro, produto da reação 

inflamatória em resposta à presença do parasito. O cisto é preenchido 

internamente pelo líquido hidático que é uma mistura de moléculas do parasito e 

moléculas derivadas do soro do hospedeiro. Os protoescólices se originam da 

membrana germinativa, sendo infectivos para os hospedeiros definitivos 

(Thompson et al. 1995). 

Figura 2: Ciclo de vida do Echinococcus granulosus. Modificado do Centro para o Controle e 

Prevenção de Doenças Infecciosas (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx) 
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1.2. Epidemiologia e distribuição 

 
 A hidatidose cística representa um problema importante de saúde pública 

humana e animal em todo mundo, com considerável impacto sócio-econômico 

(Pednekar et al. 2009). Ela é considerada uma zoonose parasitária emergente em 

nível mundial (Figura 4), que já causa prejuízos anuais da ordem de US$ 760 

milhões, em gastos no tratamento de pacientes humanos, e de mais de US$ 2 

bilhões, associados à diminuição de rendimento na pecuária (Budke et al. 

2006,Battelli 2009). Na América do Sul, a hidatidose tem caráter endêmico ou 

hiperendêmico no Cone Sul (incluindo o sul do Brasil) e na região andina (de la 

Rue 2008, Gavidia et al. 2008, Moro et al. 2008). 

Figura 3: Diagrama esquemático do metacestódeo: A: parede do cisto hidático, B: camada 
germinativa, C: camada laminar, D: cápsula prolígera, E: protoescólices, F: camada 
adventícia, as setas indicam a troca de moléculas entre o parasito e o hospedeiro. (Monteiro 
et al. 2010). 



                                                                                                                                    16 

 

 

 

 

O Rio Grande do Sul é considerado uma zona altamente endêmica da 

hidatidose, especialmente nos municípios que fazem fronteira com o Uruguai e a 

Argentina. A alta incidência da doença nestas regiões é resultado da pecuária, 

atividade econômica expressiva nestes municípios, com a criação de bovinos e 

ovinos. Nestas localidades, o ciclo doméstico do parasito se perpetua 

principalmente pela alimentação dos cães com vísceras contaminadas, em abates 

clandestinos ou domésticos. 

 No Rio Grande do Sul, a prevalência da hidatidose cística em bovinos vem 

se mantendo estável em torno dos 12% há mais de uma década, enquanto a 

prevalência da doença 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 período 

Figura 4: Mapa mostrando a distribuição global de E. granulous (Budke et al. 2006). 
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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 cística humana apresenta prevalências muito mais elevadas em 

certas áreas, que são subestimadas pelas estatísticas oficiais (Torgerson et al. 

2000, Farias et al. 2004, de la Rue 2008). 

Devido à presença do verme adulto no hospedeiro definitivo ser 

assintomática (Thompson et al. 1995), o significado clínico e econômico de E. 

granulosus é quase completamente restrito à infecção com o metacestódeo. 

Como a hidatidose cística afeta tanto animais domésticos como o homem, ela 

apresenta considerável impacto tanto para a agricultura como para a saúde 

pública, e causa importantes consequências sócio-econômicas em áreas 

endêmicas. A doença acarreta prejuízos econômicos relacionados ao tratamento 

médico ou cirúrgico de pacientes humanos e à diminuição de rendimento na 

pecuária, devido à redução no ganho de peso, na produção de leite, na taxa de 

fertilidade e no valor da lã e outros produtos. A hidatidose cística, apesar de não 

estar associada a altos índices de mortalidade (1-2%), provoca também prejuízos 

econômicos indiretos em função da sua morbidade, a qual acarreta na diminuição 

da produtividade do indivíduo (Torgerson & Budke 2003). 

Na hidatidose as manifestações clínicas resultam do crescimento de uma 

massa cística ou de reações de hipersensibilidade. Os sintomas são decorrentes 

de uma lesão invasiva, que compromete a função do órgão afetado e causa 

compressão em órgãos e tecidos vizinhos. Os sintomas dependem, 

fundamentalmente, da localização e tamanho do cisto (McManus et al. 2003). 
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Como o cisto hidático possui crescimento lento e localização variável, a doença 

apresenta sintomas tardios e inespecíficos (McManus et al. 2003). Normalmente, 

o hospedeiro não desenvolve sintomas clínicos até que o cisto apresente pelo 

menos 10 cm de diâmetro (Eckert & Deplazes 2004). Por outro lado, o 

rompimento eventual do cisto, com a subsequente liberação do seu conteúdo, 

pode precipitar uma reação anafilática, que pode variar em severidade desde uma 

simples urticária até um choque fatal (McManus et al. 2003). 

A inespecificidade dos sintomas e dos métodos físicos disponíveis para a 

detecção de cistos hidáticos (radiologia e ultrassonografia) torna complicado o 

diagnóstico clínico da hidatidose cística humana (Pawlowski et al. 2001). Também 

a caracterização limitada do repertório antigênico do parasito limita o 

desenvolvimento de vacinas, embora algumas proteínas com potencial para 

utilização em vacinação contra a hidatidose cística ou contra a hidatidose 

multilocular (causada por E. multilocularis) já tenham sido identificadas (Gottstein 

2005, Gottstein et al. 2006, Lightowlers 2006). 

Para a prevenção e controle da hidatidose cística, os programas são 

baseados em medidas preventivas como educação sanitária, eliminação dos 

abates domésticos e a conscientização da população para mudança do hábito 

associado à prática rural de alimentar os cães com vísceras contaminadas, além 

do tratamento de cães com anti-helmínticos (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, não 

houve mudança acerca da distribuição global e do impacto na saúde pública 

humana e animal causado por E. granulosus (Craig et al. 2007, Moro & Schantz 
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2009). A hidatidose cística continua sendo uma doença negligenciada, onde na 

grande maioria das áreas, um controle efetivo não foi alcançado, apresentando 

status re-emergente em diversos países (Budke et al. 2006, Budke et al. 2009, 

Moro & Schantz 2009). 

 

1.3. Interação parasito-hospedeiro 

 

Para o estabelecimento do metacestódeo no hospedeiro e manutenção da 

infecção por longo período de tempo, o parasito secreta e expõe ao seu 

hospedeiro numerosas proteínas, relacionadas às suas atividades fisiológicas, 

como reprodução, nutrição (Maizels & Yazdanbakhsh 2003) e à sua interação 

com as espécies hospedeiras (Siracusano et al. 2008), apresentando atividade 

imunomoduladora do sistema imune do hospedeiro. No entanto, o repertório de 

proteínas identificadas e caracterizadas no estágio larval patogênico de E. 

granulosus ainda é bastante limitado. No estudo da biologia de E. granulosus, há 

uma ênfase histórica na caracterização de antígenos. Dentre as proteínas de E. 

granulosus mais estudadas, estão o antígeno B (AgB) (Ferreira & Zaha 1994, 

Mamuti et al. 2006) e o antígeno 5 (Ag5) (Lorenzo et al. 2005), que são os 

componentes imunodominantes entre os produtos de secreção/excreção do 

parasito, presentes no líquido hidático que preenche o cisto (Chemale et al. 2001, 

Virginio et al. 2003, Monteiro et al. 2007, Virginio et al. 2007). 

Poucas proteínas de E. granulosus vêm recebendo uma maior atenção e, o 

número daquelas para as quais foram realizados estudos além da determinação 

de seu potencial antigênico ou imunogênico é relativamente pequeno. Dentre 

estas proteínas, podem ser citadas uma proteína de fragmentação de filamentos 
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de actina (AFFP) da família da gelsolina (Cortez-Herrera et al. 2001, Grimm et al. 

2006) e proteínas 14-3-3 (Siles-Lucas et al. 2001, Nunes et al. 2004). Há, 

contudo, uma carência de mais estudos para que estas e outras proteínas tenham 

seus papéis funcionais na biologia do parasito melhor esclarecidos, 

especialmente no que diz respeito ao potencial envolvimento em processos de 

interação parasito-hospedeiro a fim de melhor caracterizar os mecanismos 

utilizados pelo parasito para modular a resposta do hospedeiro e estabelecer a 

infecção crônica. 

Grandes esforços são 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 biológicos básicos 

do seu desenvolvimento e como se dá a sua interação com o hospedeiro. O 

desenvolvimento de novos estudos na área de proteômica (Chemale et al. 2003, 

Monteiro et al. 2010) e caracterização funcional de proteínas (Haag et al. 2006) do 

metacestódeo de E. granulosus representam uma etapa essencial para o melhor 

entendimento dos mecanismos utilizados por estes parasitos no estabelecimento 

e manutenção da infecção. 

1.4. Proteínas 14-3-3 

 
As proteínas 14-3-3 constituem uma família altamente conservada de 

moléculas reguladoras eucarióticas (Dougherty & Morrison 2004, Mhawech 2005, 

Yasmin et al. 2010). São proteínas acídicas, de massa molecular entre 28 e 33 

kDa, e geralmente têm nove α−hélices e formam homo e /ou heterodímeros 

(Figura 5) (Fu et al. 2000) . Possuem vários domínios de modificação conhecidos, 
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incluindo regiões para interação com cátions divalentes, fosforilação e acetilação. 

Essas proteínas já foram identificadas em todos os organismos eucarióticos onde 

foram estudadas e estão presentes em diferentes isoformas (Bridges & Moorhead 

2005).  

O número de isoformas de proteínas 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 mamíferos, inclusive em 

seres humanos, são encontradas sete isoformas, identificadas pelas letras gregas 

β (beta), δ (sigma), ε (epsilon), γ (gama), η (eta), τ (tau) e ζ (zeta). Em organismos 

com mais de uma isoforma de 14-3-3, a perda de uma delas por deleção gênica, 

pode ser tolerada, o que indica um certo grau de redundância funcional, mas a 

deleção 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 expressão de genes 

específicos ou regulação 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 funções diferentes.  
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Em diferentes organismos, de leveduras a mamíferos, já foi demonstrado 

que as proteínas 14-3-3 são capazes de interagir com mais de 300 proteínas-alvo 

(Schoonheim et al. 2007, Siles-Lucas et al. 2008). Em geral, as proteínas às 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 

aminoácido, pS = fosfo-serina, e P = prolina; a fosfotreonina – pT – pode substituir 

a pS), mas há vários casos descritos de proteínas-alvo não-fosforiladas (Bridges 

& Moorhead 2005).  

As atividades das proteínas 14-3-3 em seus alvos específicos podem ser 

exercidas por indução de mudanças conformacionais, por oclusão física de 

estruturas proteicas ou através da estruturação de um arcabouço proteico 

(scaffolding) (Bridges & Moorhead 2005). Através destas interações com um 

amplo repertório de proteínas-alvo e em diferentes contextos celulares, as 

proteínas 14-3-3 desempenham um papel central em rotas de sinalização 

eucarióticas, regulando funções biológicas complexas, como o controle do ciclo 

Figura 5: Dímero estrutural da isoforma 14-3-3σ humana. Cada monômero é formado por 9 

alfa-hélices antiparalelas que podem formar dímeros (Benzinger et al. 2005). 
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celular, a apoptose, a organização do citoesqueleto, a resistência ao estresse, a 

proliferação e a diferenciação 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 parasitário, as proteínas 14-3-3 

têm sido mais estudadas em protozoários, como aqueles dos gêneros 

Plasmodium e Trypanosoma, mas proteínas de algumas espécies de helmintos 

parasitas (nematódeos e platelmintos) também já foram investigadas (Siles-Lucas 

& Gottstein 2003, Chaithirayanon et al. 2006). Dentre os helmintos parasitos, 

espécies dos gêneros Schistosoma e Echinococcus são os que tiveram as 

proteínas 14-3-3 mais estudadas, embora, até o momento, poucas funções 

tenham sido atribuídas a elas.  

Em Echinococcus spp., pelo menos oito genes codificadores de proteínas 

14-3-3 já foram identificados, cinco deles em E. granulosus e três em E. 

multilocularis. Em E. granulosus, três proteínas 14-3-3 correspondentes a 

isoforma ζ e duas correspondentes a isoforma ε. Estas sequências encontram-se 

acessíveis em um banco de dados público de ESTs do parasito 

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

Existem evidências experimentais do envolvimento das proteínas 14-3-3 

com processos potencialmente relevantes para o desenvolvimento do parasito 

(Siles-Lucas & Gottstein 2003, Siles-Lucas et al. 2008). Por exemplo, a 14-3-3ζ de 

E. multilocularis é expressa em níveis relativamente mais elevados na membrana 

germinativa, sugerindo que ela contribui para a proliferação de tipo tumoral dos 

cistos multiloculares do parasito (Siles-Lucas et al. 1998, Siles-Lucas et al. 2001), 
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e uma 14-3-3ζ de E. granulosus é produzida na glândula rostelar do adulto, 

sugerindo seu envolvimento em processos secretórios possivelmente associados 

à fixação do parasito no intestino delgado de hospedeiros definitivos (Siles-Lucas 

et al. 2000). 

Há evidências cumulativas em Echinococcus spp. de que proteínas 14-3-3 

são antígenos com potencial diagnóstico 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 avaliação imunológica comparativa das diferentes 

isoformas de 14-3-3 de E. granulosus. Em um estudo realizado do efeito da 

proteína 14-3-3ζ de E. multilocularis na produção de óxido nítrico foi demonstrado 

que a proteína 14-3-3ζ diminui a produção de óxido nítrico por macrófagos 

ativados, indicando um papel imunomodulador por parte das proteínas 14-3-3 de 

Echinococcus (Andrade et al. 2004, Siles-Lucas et al. 2008). 

 As duas isoformas 14-3-3ε de E. granulosus foram identificadas em 

análises proteômicas, estando presentes em protoescólices (Monteiro et al. 2010). 

Além disso, estas duas isoformas foram detectadas em produtos de 

secreção/excreção de protoescólices em cultura (Virginio et al. manuscrito em 

preparação). Estes estudos sugerem que as proteínas 14-3-3 de E. granulosus, 

parecem desempenhar um papel potencialmente importante na relação parasito-

hospedeiro. No contexto geral o conhecimento sobre as proteínas mediadoras de 

processos moleculares importantes para a interação de parasitos do gênero 

Echinococcus com seus hospedeiros como no caso as proteínas 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 interação de parasitos do gênero 

Echinococcus com seus hospedeiros são ainda bastante escassos. A maioria dos 

estudos neste sentido restringe-se à investigação do papel de alguns antígenos 

em processos de modulação da resposta imune do hospedeiro intermediário 

(Gottstein et al. 2006, Riganò et al. 2007, Virginio et al. 2007), havendo uma 

lacuna importante no que diz respeito ao conhecimento sobre os mecanismos 

moleculares de interação parasito-hospedeiro, não diretamente relacionados à 

imunidade. Pouco ainda se sabe, por exemplo, sobre mecanismos de adesão e a 

respeito de rotas de sinalização celular, que são obviamente vitais para o 

estabelecimento e o desenvolvimento do parasito. Estes mecanismos e rotas 

medeiam processos de fixação ao hospedeiro e de proliferação e diferenciação 

celular, fundamentais para o desenvolvimento do parasito ao longo de seu ciclo 

vital. 

Neste contexto, as proteínas 14-3-3 de E. granulosus representam alvos 

bastante interessantes para estudo. Além dos papéis centrais e conservados que 

estas proteínas desempenham em rotas de sinalização canônicas que coordenam 

funções celulares essenciais e o próprio desenvolvimento, elas podem, em 

organismos parasitas como E. granulosus, desempenhar algumas funções mais 

especializadas, no contexto do contato íntimo e de longa duração entre parasito e 

hospedeiro. Assim, é de fundamental importância a caracterização das proteínas 

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

estágio larval patogênico do parasito 

 

  

 Sendo assim, este trabalho tem como objetivos: 

 

1. Clonar e expressar em E. coli a 14-3-3ε1 de E. granulosus (Eg14-3-3ε1)  

 

2. Otimizar as condições de expressão e solubilização da proteína 

recombinante em cepas Escherichia coli; 

 

3. Produzir a Eg14-3-3ε1 de forma solúvel, pura e em quantidade 

suficiente para utilização em estudos funcionais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                    27 

 

3. Materiais e métodos 

3.1. Cistos hidáticos 

Os cistos hidáticos foram coletados de vísceras de bovinos naturalmente 

infectados, em colaboração com um frigorífico do Rio Grande do Sul. No 

processamento dos cistos, o líquido hidático foi aspirado assepticamente com o 

auxílio de seringa, e os protoescólices foram recuperados por sedimentação e 

lavados com PBS (27 mM KCl; 20 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 100 mM NaHPO4; 

pH 7,4) para remoção de contaminantes. 

 

3.2. Preparação de RNA de protoescólices e síntese do cDNA 

O RNA foi extraído de 100 µl de protoescólices com TRIzol (Invitrogen) 

para posterior reação de RT-PCR. A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada 

utilizando-se 300 ng de RNA, com a enzima SuperScript III RT e Oligo dT Primer 

do kit GeneRacer (Invitrogen). 

 

3.3. Amplificação da sequência-alvo e clonagem nos vetores de expressão 

 A sequência codificadora da isoforma 14-3-3ε1 de E. granulosus utilizada 

nesse estudo foi obtida do banco de dados públicos lophoDB 

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

seu cluster está depositado sob a identificação de EGC00123, sendo que foi 

gerado a partir de 1 EST derivada de bibliotecas de protoescólices (Fernández et 

al. 2002).  
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Para clonagem e expressão na forma de fusão com GST, a sequência 

codificadora de 14-3-3ε1 de  E. granulosus foi amplificada por PCR  com os 

iniciadores F1 (5’-GGTCGTTATGTCTTCTCTCAGT-3’) e R1 (5’-

CTCCGACATTTCTTCATTTA-3’). Esses iniciadores continham nucleotídeos 

específicos para amplificação da sequência-alvo e mais 25 nucleotídeos de 

homologia com o vetor pGEX-TEV, construído em nosso laboratório (Vargas et al. 

2009) a partir de modificação do vetor de expressão  pGEX-4T1 (GE Healthcare), 

para introdução da sequência codificadora do sítio de clivagem da protease de 

TEV . Os produtos da PCR foram usados como molde para uma segunda PCR, 

com iniciadores contendo uma região adicional de 25 nucleotídeos de homologia 

com vetor. 

Para clonagem e expressão com cauda de histidina, a sequência 

codificadora de 14-3-3ε1 de  E. granulosus foi amplificada por PCR  com os 

iniciadores F2 (5’-ATGTCTTCTCTCAGTAAGCGCGAG-3') e R2 (5’-

ATCGGCTTTCGGCGGTTC-3’). Esses iniciadores continham nucleotídeos 

específicos para amplificação da sequência-alvo e mais 35 nucleotídeos de 

homologia com o vetor pET-26b. 

A clonagem da sequência codificadora da Eg14-3-3ε1 em cada vetor foi 

feita através do método de recombinação homóloga in vivo (Parrish et al. 2004). O 

vetor pGEX-TEV foi linearizado por clivagem com endonuclease de restrição XhoI 

e o vetor pET-26b com a endonuclease de restrição EcoRI e defosforilados com a 

enzima SAP. Os vetores clivados foram purificados a partir de gel de agarose 

utilizando o kit de purificação 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. 



                                                                                                                                    29 

coli DH5α. As células bacterianas foram transformadas com 50 ng de cada vetor 

linearizado e 50 ng do produto de PCR a ser clonado em 25 µl de tampão KCM 2x 

(200 mM KCl; 60 mM CaCl2; 100 mM MgCl2). Após choque térmico, as células 

foram incubadas em 1 ml de meio LB (Luria Bertani) a 37ºC por 1 h, e semeadas 

em meio seletivo com antibióticos. A identificação dos plasmídeos recombinantes 

foi realizada por PCR de colônia utilizando os iniciadores específicos dos vetores. 

A extração de DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina (Sambrook & Russel, 

2001). O clone utilizado para posterior expressão foi sequenciado utilizando o Kit 

Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences), em 

sequenciador automático MEGABACE 1000, conforme manual do fabricante. 

 

3.4. Expressão da proteína recombinante 

Os plasmídeos recombinantes obtidos da clonagem em pGEX-TEV foram 

utilizados para transformação em células de E. coli  BL21 Codon Plus RIL, BL21 

Star (DE3), BL21 pLysE (DE3), BL21 Codon Plus RP e Rosetta (DE3) pLysS. A 

expressão da proteína recombinante em fusão com a GST foi induzida com IPTG 

nas concentrações finais de 0,1 mM e 0,5 mM, em tempos de 3 e 16 h sob 

agitação, e com temperaturas de 37ºC, 28°C, 23°C e a 20°C. Os plasmídeos 

recombinantes obtidos da clonagem em pET-26b foram utilizados para 

transformação em células de E. coli BL21 Codon Plus RIL (DE3). A expressão da 

proteína recombinante foi induzida com IPTG nas concentrações finais de 0,1 

mM, 0,5 mM e 1 mM, em tempos de 3 e 16 h sob agitação, na temperatura de 

30°C. A expressão das proteínas recombinantes foi avaliada por eletroforese em 

gel de poliacrilamida - SDS 12%. 



                                                                                                                                    30 

 

3.5. Solubilização de proteína recombinante  

Após a expressão, as células foram submetidas a processos de solubilização. 

Foram utilizados triton X-100 nas concentrações de 0,5%, 0,75%, 1%, 1,5% e 2%, 

tween nas concentrações de 0,5%, 1% e 1,5% e sarcosil nas concentrações de 

0,5%, 0,75%, 1%, 1,25% e 1,5%. A solubilização da proteína recombinante foi 

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

 

3.6. Purificação da proteína recombinante fusionada a GST 

A fração solúvel foi incubada com a resina glutationa-Sepharose 4B (GE 

Healthcare) para a purificação da proteína recombinante por cromatografia de 

afinidade. Para a eluição da proteína foram utilizados os tampões: 

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

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

- 20 mM Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCl - pH 9,0; 

- 2% Ácido fórmico 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 proteína recombinante ligada a resina foi clivada com a protease TEV na 

proporção 0,01 mg da protease para 0,1 mg da proteína de fusão, a 34ºC por 16 

horas. A eficiência da clivagem foi determinada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida–SDS (SDS-PAGE) 12%. 
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3.7. Extração da fração periplasmática 

Para a extração da fração periplasmática as células foram submetidas a 

choque osmótico e também choque osmótico associado ao uso de lisozima. 

Inicialmente as células foram ressuspendidas em tampão contendo 20% sacarose 

500 µg/ml lisozima, 200mM Tris-HCI pH 7,5 e 1mM EDTA. As células foram 

incubadas por 15 min a temperatura ambiente com agitação, e posteriormente 

adicionando igual volume de água destilada gelada e incubadas por mais 15 min 

em banho de gelo com agitação. A recuperação da fração periplasmática foi por 

centrifugação a 13.000 g a 4°C.  

 

3.8. Purificação da proteína recombinante fusionada a cauda de histidina 

A fração periplasmática foi incubada com 3 diferentes resinas por 30 

minutos a 4°C. Foi utilizada a resina HisLink (Promega) de níquel, pré-equilibrada 

com o tampão 10 mM de imidazol e 100 mM de Hepes pH 7,5, a resina de níquel 

NI-NTA (QIAGEM),  pré-equilibrada com tampão 50mM de NaH2PO4,, 300 mM de 

NaCl e 10 mM de imidazol  e a resina de cobalto Talom (Clontech) pré-equilibrada 

com o tampão 50 mM de fosfato de sódio e 300 mM de NaCl. Após a incubação 

foi realizada a lavagem das resinas com os mesmos tampões de equilíbrio, mas 

sem o imidazol com o objetivo de remover as proteínas não aderidas a resina e 

também possíveis ligações inespecíficas. A proteína foi eluída com tampões 

contendo diferentes concentrações de imidazol (10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 

50 mM, 100 mM e 150 mM). As eluições da proteína foram dialisadas em tampão 

em tampão 150 mM KCl, 75mM KH2PO4, 10% glicerol pH 7,5. 
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3.9. Análise eletroforética de DNA e RNA em géis de agarose 

Para a vizualização de DNA e RNA as amostras foram submetidas a 

eletroforese em gel de agarose 1% com tampão TBE 1X (89 mM Tris-HCl; 2,5 mM 

EDTA e 89 mM Ácido Bórico - 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 plasmídio pUC18 clivado com a 

enzima DdeI. 

 

3.10. Análise eletroforética de proteínas em gel de poliacrilamida-SDS 

Para separação eletroforética de proteínas foi utilizado o sistema de SDS-

PAGE na concentração de 12%. As amostras foram resolvidas em um sistema de 

cubas verticais de eletroforese (BioRad). A eletroforese era realizada em tampão 

Tris-glicina/SDS (250 mM Tris-Cl; 1,92 mM glicina; 1% SDS; pH 8,3) e com uma 

voltagem constante de 100V. 

 Às amostras a serem analisadas foi adicionada 0.2 volume de tampão de 

amostra 5X com β-mercaptoetanol (625 mM Tris-Cl; 0,2% azul de bromofenol; 

2.3% SDS; 10% glicerol; 5% β-mercaptoetanol), para eletroforese em condições 

redutoras. As amostras foram fervidas a 100ºC, por 5 min antes da aplicação no 

gel. 

As estimativas de massa molecular das proteínas foram feitas por 

comparação com marcador de massa molecular (Promega) aplicado nos géis. 

Para visualização das proteínas após a eletroforese, os géis foram corados com 

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

10% em banho-maria a 65ºC. 
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4. Resultados 

 

4.1. Clonagem da sequência codificadora Eg14-3-3ε1 

A sequência codificadora da proteína Eg14-3-3ε1 foi eficientemente 

amplifica por PCR. Para amplificar a sequência para posterior clonagem em 

pGEX-TEV, foram gerados amplicons de 818 pb (Figura 6A). Para amplificação 

da sequência para posterior clonagem em pET-26b foi gerado  fragmento de 

811pb (Figura 6B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A clonagem por recombinação homóloga no vetor pGEX-TEV resultou em 

três colônias recombinantes do total de 22 colônias transformantes, confirmadas 

por PCR de colônia. Nessa reação de PCR, a região amplificada corresponde ao 

sítio múltiplo de clonagem onde as sequências são inseridas. Plasmídeos 

recombinantes apresentaram produtos de 1211 pb, enquanto os não 

Figura 6: Amplicons gerados para clonagem da sequência codificadora da isoforma Eg14-3-
3ε1 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. 
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recombinantes apresentaram produtos de 393 pb (Figura 7A). A clonagem por 

recombinação homóloga no vetor pET-26b resultou em 13 colônias 

recombinantes do total de 17 colônias transformantes, confirmadas por PCR de 

colônia. Os plasmídeos recombinantes apresentaram fragmentos de 811 pb 

(Figura 7B). As clonagens da sequência codificadora da Eg14-3-3ε1 nas fases de 

leitura corretas para expressão foram confirmadas por sequenciamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Análise dos clones obtidos para seleção dos recombinantes. Eletroforese em 
géis de agarose 1%. (A) PCR de colônia a partir da clonagem em pGEX-TEV. M: 
marcador de tamanho molecular; 1-3 produtos com 1211 pb (indicados pela seta) 
clonagem da sequência de interesse no vetor de expressão; 4-22: Produtos de 393 pb 
(indicados pela seta)  plasmídeos não recombinantes; 23: controle negativo – PCR sem 
DNA. (B) PCR de colônia a partir da clonagem em pET-26b. M: marcador de tamanho 
molecular; 1,3,7,17: plasmídeos não recombinantes; 2, 4-6, 8-16: produtos com 811 pb 
(indicados pela seta)  clonagem da sequência de interesse no vetor de expressão; 18: 
controle negativo – PCR sem DNA; 19: controle positivo- amplificação do cDNA. 
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4.2. Expressão da proteína Eg14-3-3εεεε1 em E. coli a partir de pGEX-TEV 

 Os vetores recombinantes obtidos da clonagem em pGEX-TEV foram 

utilizados para transformação em células de E. coli, para a expressão das 

proteínas recombinantes. Para todas as diferentes cepas testadas houve a 

expressão da proteína recombinante em fusão com a GST (massa molecular de 

54 kDa). Não houve diferença de expressão utilizando diferentes concentrações 

de IPTG (0,1 mM e 0,5 mM), assim como não houve diferença utilizando 

diferentes tempos de indução (3 h e 16 h). Como não houve diferença significativa 

no nível de expressão da Eg14-3-3ε1 nas diferentes linhagens testadas (BL21 

Codon Plus RIL, BL21 Star (DE3), BL21 pLysE (DE3), BL21 Codon Plus RP e 

Rosetta (DE3) pLysS) (dados não mostrados), optou-se  por utilizar a indução 

com 0,1 mM de IPTG por 3 h a 37°C e a cepa BL21 codon Plus RIL, pois está 

linhagem possui os genes que codificam tRNAs para códons Arginina, Isoleucina 

e Leucina, sendo que 19,4% da sequência da Eg14-4-4ε1 é constituída por esses 

aminoácidos (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 Figura 8: Expressão da proteína Eg14-3-3ε1 em E. coli. SDS-PAGE 12% para análise da 
expressão da proteína recombinante a partir da clonagem em pGEX-TEV. 1: marcador de 
massa molecular; 2: cultura não induzida; 3 cultura induzida. A massa molecular da 
proteína em fusão com a GST (54 kDa) está indicada. 
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 Também durante a padronização da expressão da proteína em fusão com 

a GST, foi verificado que a proteína estava na fração insolúvel em todas as cepas 

que foram utilizadas na expressão. Com isso foi realizada a expressão da 

proteína em diferentes temperaturas (28°C, 23°C e a 20°C), mas mesmo com a 

diminuição da temperatura a proteína ainda se encontrava na fração insolúvel. 

 

4.3. Purificação da proteína recombinante fusionada a GST 

Os testes de solubilização mostraram que não foi possível solubilizar a 

proteína utilizando triton X-100 e tween 20. Mas utilizando sarcosil foi possível 

solubilizar a proteína com todas as concentrações de sarcosil testadas (Figura 

9A). Após a solubilização a fração solubilizada com 0,5% de sarcosil foi incubada 

com a resina para posterior eluição. O tampão de eluição inicialmente utilizado foi 

20 mM Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCl - pH 8,0 mas a proteína não eluiu. 

Testamos a adição de sal com o tampão 20 mM Glutationa reduzida, 120 mM de 

NaCl e 100 mM Tris-HCl - pH 8,0 e a mudança de pH com os tampões 20 mM 

Glutationa reduzida e 50 mM Tris-HCl - pH 9,0 e  2% Ácido fórmico e 150 mM de 

NaCl, pH 2,0 mesmo assim a proteína não eluiu. Com isso optamos pela clivagem 

da proteína de fusão a fim de liberar a 14-3-3. Foi utilizada a protease TEV e a 

clivagem da fusão foi parcial (Figura 9B). Mesmo após a proteína de fusão ter 

sido clivada a 14-3-3 continuava retida na resina, assim como o restante da fusão 

e a GST. 
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Depois da clivagem eluímos a proteína com o tampão 75 mM Hepes, 150 

mM de NaCl, 5mM de DTT e 0,1% de SDS - pH7,4, mas como este tampão é 

desnaturante não é viável esta eluição pois a proteína será utilizada para ensaios 

funcionais necessitando estar na forma mais nativa possível. Devido a isso não foi 

possível a purificar a proteína Eg14-3-3ε1, estando sua sequência clonada no 

vetor pGEX-TEV. 

4.4. Expressão da proteína Eg14-3-3εεεε1 em E. coli a partir do vetor pET-26b 

Os vetores recombinantes obtidos da clonagem em pET-26b foram 

utilizados para transformação em células de E. coli BL21 Codon Plus RIL (DE3). A 

massa molecular esperada é de 28 kDa. Não houve diferença de expressão 

utilizando diferentes concentrações de IPTG (0,1 mM e 0,5 mM), assim como não 

Figura 9: Solubilização e clivagem da proteína recombinante - SDS-PAGE 12%. 
(A) Solubilização da proteína recombinante. 1: marcador de massa molecular; 2: 
fração solúvel; 3 fração insolúvel. (B) Clivagem da proteína recombinante. 1: 
marcador de massa molecular; 2: clivagem da fusão (1: proteína de fusão, 2: 14-
3-3ε1 (28 kDa), 3: GST (26kDa)). 
 

  

    
                   

                                         

A 
kDa 
  

100- 
 
 
  75- 
 
 
 
 
 
  50- 
 
 
 
 
  35- 
 
 
  25- 

 1           2           3 B 
 

kDa 1             2 

 
100- 
 
  75- 
 
 
 
 
  50- 
 
 
 
 
  35- 
 
 
 
  25- 

 -3 
-2 

-1 



                                                                                                                                    39 

houve diferença utilizando diferentes tempos de indução (3 h e 16 h). Como não 

houve diferença de expressão entre as condições testadas optamos pela indução 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5. Purificação da proteína recombinante com cauda de histidina 

 Após a extração da fração periplasmática foi possível visualizar a presença 

de uma proteína na mesma massa molecular da Eg14-3-3ε1 assim como a 

presença de outras proteínas (Figura 11 A). O protocolo de choque osmótico 

demonstrou melhor resultado quando associado a lisozima. A incubação da 

fração periplasmática com as diferentes resinas demonstrou que as nas três 

resinas utilizadas (Hislink, NI-NTA, e Talom), houve a ligação da proteína de 

interesse, bem como outras proteínas da fração periplasmática. No entanto a 
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Figura 10: Expressão da proteína Eg14-3-3ε1 em E. coli. SDS-PAGE 12% para análise 
da expressão da proteína recombinante a partir da clonagem em pET-26b. 1: marcador 
de massa molecular; 2: cultura não induzida; 3 cultura induzida. A massa molecular da 
proteína com cauda de histidina (28 kDa) está indicada. 
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resina HisLink, além de ser aquela onde houve ligação mais eficiente da proteína 

Eg14-3-3ε1  foi a resina que apresentou menos ligações inespecíficas, com isso a 

resina HisLink foi escolhida para posteriores purificações. Para a eluição da 

proteína, foram testadas 7 diferentes concentrações de imidazol (10 mM, 20 mM, 

30 mM, 40 mM, 50 mM, 100 mM e 150 mM), no entanto a proteína já pode ser 

eluída da resina com a menor concentração de imidazol utilizada (10 mM) (Figura 

11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foram utilizados 200 ml de cultura para essa purificação sendo obtidos 100 

µg de proteína. Para a produção em maior escala da proteína recombinante foi 

utilizada as mesmas condições inicialmente padronizadas. No entanto foi 

identificado que a além da proteína de interesse, uma proteína inespecífica com 

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

Figura 11: Extração da fração periplasmática e purificação da proteína Eg14-3-3ε1  - 
SDS-PAGE 12%. (A) Resultado da extração da fração periplasmática. 1: marcador de 
massa molecular; 2: fração periplasmática. (B) Purificação da Eg14-3-3ε1. 1: marcador 
de massa molecular; 2-6: Eluições da proteína Eg14-3-3ε1 recombinante (indicada 
pelas setas). 
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eluições (Figura 12). A fim de minimizar as ligações inespecíficas foi adicionado 

ao tampão de equilíbrio 300mM de NaCl  também foi adicionado 300 mM de NaCl 

no tampão de lavagem com o objetivo eluir a proteína inespecífica 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 proteínas, no entanto mesmo 

a proteína de interesse tendo uma massa molecular de 28 kDa as duas proteínas 

se mantiveram na parte superior do filtro, não sendo possível separá-las. 
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Figura 12: Purificação da proteína Eg14-3-3ε1 - SDS-PAGE 12%. 1: marcador de 
massa molecular; 2: resina Hislink após incubação com a fração periplasmática. 3-7: 
Eluições da proteína (indicada pelas setas). 
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5. Discussão 

 A caracterização de proteínas 14-3-3 em E. granulosus pode auxiliar na 

compreensão de aspectos biológicos básicos do parasito e nos mecanismos 

moleculares utilizados para o desenvolvimento e manutenção do cisto hidático 

nas vísceras do hospedeiro intermediário por longo período de tempo. As 

proteínas 14-3-3 já foram diretamente relacionadas a importantes processos 

celulares em eucariotos, através de interação com diversas moléculas 

reguladoras. Interagem por exemplo, com domínios citosólicos de fatores de 

crescimento, são capazes também de atuar como inibidores de apoptose via 

interação com proteínas reguladoras deste processo  (Aitken 2006). Muitos 

desses padrões de interação descritos também foram observados em organismos 

do gênero Echinococcus. Assim, apesar de interações entre 14-3-3 e moléculas 

reguladoras, como fatores de crescimento, ainda não terem sido completamente 

elucidadas, parece que estas associações poderiam estar envolvidas na 

regulação da proliferação celular, sobrevivência e invasão em Echinococcus 

(Siles-Lucas et al. 2008). Deste modo, com base em algumas evidências 

experimentais, proteínas pertencentes à família 14-3-3 já foram apontadas como 

moléculas de grande relevância em parasitos, sendo também estudadas em E. 

granulosus e E. multilocularis.  

 No presente estudo, a isoforma proteína 14-3-3ε1  de E. granulosus  foi 

expressada em E. coli a partir de sua clonagem em dois diferentes vetores de 

expressão. As clonagens foram realizadas por recombinação homóloga in vivo. 
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Essa técnica foi escolhida como metodologia para clonar a proteína-alvo devido à 

sua praticidade e eficiência. É possível, por meio dela, a obtenção de clones com 

os produtos corretos com boa eficiência a partir de apenas 20 nucleotídeos 

homólogos ao vetor em cada extremidade (Parrish et al. 2004). De forma a 

aumentar a eficiência da clonagem, nesse estudo foram projetados iniciadores 

que inseriram 50 nucleotídeos homólogos ao vetor pGEX-TEV e 35 nucleotídeos 

homólogos ao vetor pET-26b em cada extremidade da sequência alvo ao final da 

PCR. Outro fator que influencia na eficiência da clonagem é o tratamento do vetor 

com a enzima SAP, remove grupamentos fosfato e impede a religação do DNA. A 

desfosforilação das extremidades do plasmídeo após sua linearização aumenta 

significativamente a eficiência, diminuindo o número de falsos positivos (Oliner et 

al. 1993). 

Dois sistemas de expressão 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 nível de transcrição da sequência clonada e  ser fortemente 

regulado para minimizar cargas metabólicas durante a multiplicação da célula 

hospedeira (Weickert et al. 1996). Além disso, expressa a proteína de interesse 

em fusão com a GST (Smith & Johnson 1988), o que torna possível a sua 

purificação por cromatografia de afinidade a partir de extratos de E. coli. O 

diferencial da construção realizada foi a adição da sequência codificadora do sítio 

de clivagem da protease TEV (Kapust & Waugh 1999). Isso viabilizou a liberação 

da proteína de interesse expressada como fusão com GST por clivagem com a 

protease TEV em substituição à trombina, normalmente utilizada para clivagem de 
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proteínas de fusão expressas em vetores comerciais da série pGEX-4T. A TEV é 

produzida em nosso laboratório, utilizando vetor pRK508 TEV, que contém sua 

sequência codificadora clonada, o que reduz os custos da produção de proteínas 

recombinantes. A alta especificidade da protease TEV e sua atividade na 

presença de inibidores de proteases e sob uma ampla gama de condições torna 

uma ferramenta ideal para a remoção de tags de fusão a partir de proteínas 

recombinantes (Fang et al. 2007). 

A insolubilidade de proteínas recombinantes representa uma dificuldade 

para estudos estruturais e funcionais de proteínas. Apenas cerca de metade de 

todas as proteínas recombinantes, mesmo aquelas de origem bacteriana, são 

solúveis quando expressas em E. coli (Christendat et al. 2000). A expressão de 

proteínas em um sistema heterólogo pode conduzir à formação de corpos de 

inclusão, e consequentemente a insolubilidade do produto proteico. Os corpos de 

inclusão são agregados de proteínas e essa agregação está ligada a 

conformação e a estabilidade da proteína (Fink 1998). A insolubilidade pode ser 

sido gerada por inúmeros fatores, como a auto-agregação de intermediários 

conformacionais e a agregação com os componentes da membrana plasmática 

durante ou após a lise da célula (Frankel et al. 1991).  

A expressão da proteína Eg14-3-3ε1 recombinante estando a sua 

sequência codificadora clonada em pGEX-TEV se demonstrou insolúvel. 

Proteínas insolúveis clonadas em vetores que continham a adição do sítio de 

clivagem da TEV já foram observadas anteriormente (Kurz et al. 2006). Sendo 

que as proteínas foram avaliadas expressas em E. coli através de vetores 

convencionais e vetores com a inclusão do sítio de clivagem TEV. Os resultados 
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obtidos demonstraram que a inclusão de um sítio de clivagem TEV teve um 

impacto negativo sobre a solubilidade de todas as proteínas expressas avaliadas.

 Devido a insolubilidade da Eg14-3-3ε1 recombinante fez-se necessário o 

uso de detergente sarcosil para a solubilização, sendo que foi possível observar 

em torno de 60% da proteína na fração solúvel. O sarcosil é um detergente iônico 

amplamente utilizado na solubilização de proteínas, (Frangioni & Neel 1993, Tao 

et al. 2010). O uso do sarcosil é capaz de afetar as interações que se formam 

com os agregados de proteína  (Frankel et al. 1991).  

Após a solubilização da Eg14-3-3ε1 com sarcosil 0,5% e clivagem com a 

protease TEV, não foi possível purificar a proteína Eg14-3-3ε1 recombinante, 

porque ela se ligou diretamente à resina glutationa-Sepharose 4B. Com isso, não 

foi possível eluir a proteína sem utilizar agentes desnaturantes. É possível que 

possa ter havido alterações na conformação da proteína, pois esta ficou retida na 

resina mesmo após sua liberação da fusão. Foi possível eluir a proteína utilizando 

agentes desnaturantes, no entanto a proteína recombinante se destina a estudos 

funcionais não sendo possível utilizar esta proteína desnaturada. Para a 

imunização de animais e produção de anti-soros é possível utilizar a proteína 

desnaturada, mas como não foi possível a separação da Eg14-3-3ε1 da GST, 

optamos por não utilizar a proteína para imunização. Em nosso laboratório foi 

realizada a expressão de outras proteínas recombinantes em vetor pGEX-TEV, 

sendo que as proteínas que estavam na fração solúvel, não necessitando de 

nenhum tratamento adicional foi possível purificar até 7 mg de proteína por litro de 

cultura. 
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Com a dificuldade de purificar a Eg14-3-3ε1 recombinante, estando a 

sequência codificadora clonada em pGEX-TEV optamos por outra estratégia de 

purificação. A sequência codificadora da isoforma Eg14-3-3ε1 foi então clonada 

no vetor de expressão o pET-26b. O pET-26b apresentar a sequência pelB leader 

o que pode proporcionar a exportação das proteínas para o espaço 

periplasmático. Essa exportação pode promover a conformação apropriada a 

proteína e proteger a proteína de clivagens proteolíticas (Makrides 1996). A 

secreção de proteínas recombinantes para o espaço periplasmático tem inúmeras 

vantagens sobre a expressão de proteínas no citoplasma (Gholipour et al. 2010).  

O espaço periplasmático contém em torno de 4% das proteínas totais celulares, o 

que facilita sua purificação também o ambiente oxidante do periplasma facilita a 

dobradura adequada das proteínas (Makrides 1996).   

A extração da fração periplasmática por uso de choque osmótico é uma 

metodologia simples que permite que as proteínas 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 liberação das proteínas também usamos enzima lisozima associada 

ao choque osmótico sendo que há trabalhos que relatam o aumento da extração 

de proteínas com o uso de lisozima (French et al. 1996) e em nosso caso, 

também foi possível evidenciar que a adição de lisozima melhora a extração da 

fração periplasmática.  

 A purificação da proteína Eg14-3-3ε1 recombinante com cauda de histidina 

foi realizada em resina de níquel, sendo que o pET-26b possui uma cauda de 6 
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histidinas que possuem afinidade por íons metálicos como níquel e cobalto. Neste 

trabalho foram testadas três diferentes colunas, sendo duas de níquel e uma de 

cobalto com a finalidade de verificar qual apresentava menos ligações 

inespecíficas, bem como qual apresentava melhor ligação da proteína de 

interesse. A resina com melhor resultado foi a HisLink, portanto essa a escolhida. 

Essa purificação pode ser feita em uma única etapa, não necessitando a clivagem 

para a liberação da proteína-alvo. A ligação da Eg14-3-3ε1 com a resina não foi 

muito forte, pois a proteína se desliga da resina com concentrações mínimas de 

imidazol o que impossibilitou o uso do imidazol no tampão de lavagem. Um 

problema encontrado na metodologia de purificação utilizando resina de níquel, é 

que essa resina pode reter várias proteínas de E. coli, sendo que algumas dessas 

proteínas já estão bem caracterizadas, como a FKBP-peptidil-prolil-isomerase 

(Wülfing et al. 1994). 

Apesar de conseguirmos purificar a proteína Eg14-3-3ε1 recombinante com 

um rendimento final de 100 µg em 200ml de cultura encontramos várias vezes a 

presença de uma proteína inespecífica que purifica juntamente com a proteína 

recombinante. Entre as alternativas para resolver este problema estão a 

expressão da proteína recombinante em outras linhagens de E. coli (BL21 Star 

(DE3), BL21 pLysE (DE3), e Rosetta (DE3)) ou utilizar uma segunda técnica de 

purificação como a gel filtração, que possa separar as duas proteínas por massa 

molecular. 

A proteína Eg14-3-3ε1 recombinante será utilizada em diferentes 

estratégias para a caracterização do repertório de proteínas que interage com a 

isoforma 14-3-3ε1 de E. granulosus. Para isso serão realizados experimentos de 
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gel-overlay (Tabunoki et al. 2008) e também ensaios de cross-linking. Essas 

técnicas nos permitirão evidenciar possíveis funções desempenhadas por esta 

proteína no parasito. Experimentos de gel-overlay foram utilizados em nosso 

laboratório para identificar proteínas que interagem com as isoformas 14-3-3ζ2 e 

14-3-3ζ3. E como resultados preliminares foram identificadas algumas proteínas 

de interação, como as enzimas da via glicolítica (enolase, GAPDH, aldolase, 

fosfoglicerato-mutase e malato-desidrogenase) e proteínas de resposta a estresse 

(HSP 20, HSP70 e HSP90).  A proteína Eg14-3-3ε1 recombinante também será 

utilizada para a imunização de animais com o objetivo de verificar potencial 

imunogênico da proteína, e também deverá proporcionar a produção de anti-soro 

policlonal a ser utilizado em experimentos de imunoblot e de imuno-histoquímica, 

em diferentes componentes do cisto hidático utilizando amostras de líquido 

hidático, de camada germinativa e de protoescólices com o objetivo de analisar o 

padrão de expressão da proteína Eg14-3-3ε1 nativa correspondente. 
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