Estudo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Echinococcus granulosus
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Echinococcus granulosus é um endoparasito que causa a Pouco se sabe sobre os mecanismos de interacao da fase larval
hidatidose cistica, doenca caracterizada pela formagao do cisto Il do parasito Echinococcus granulosus com o0S hospedeiros
hidatico (fase larval) em orgaos do hospedeiro intermediario intermediarios. Neste contexto, com o intuito de caracterizar o
(ungulados domeésticos e seres humanos). A gliceraldeido-3- papel da EgGAPDH, a sequéncia codificadora desta proteina foi
fosfato desidrogenase (GAPDH) tem sido descrita como uma clonada e a producao da proteina recombinante foi padronizada.
proteina multifuncional, desempenhando diversas funcoes nao- ObjEtiVO
glicoliticas. A GAPDH tem sido encontrada na superficie celular

Expressao, purificacao da proteina recombinante GAPDH de E.

de varios organismos parasitas, o que sugere que ela poderia ~ : :
J P X J . P granulosus (rEgGAPDH) e producao de antissoro policlonal contra

estar envolvida na interacao parasito-hospedeiro (Braschi et al.,
2006; Pérez-Sanchez et al., 2008).

a rEgGAPDH, para caracterizacao funcional da EgGAPDH.
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contém nas extremidades 25 Ampli_ficagéo da sequéncia Espectrometria de massas
nucleotideos ge hlomo'og'a com o vetor codificadora da EgGAPDH CIonagem por recombinacdo homdloga in vivo (Parrish et al., (LC-MS/MS)
e clonagem) por RT- PCR 2004) no vetor pGEX-TEV (modificado em nosso laboratério)

Analise in silico

~ » , E ) Deteccao da proteina EQGAPDH em extratos proteicos do parasito
A regido codificadora da EQGAPDH € formada por 3 eXons e contém

1008 pb, produzindo uma proteina de 336 aminoacidos A producao de anticorpos policlonais contra a rEgGAPDH foi monitorada atravg’s de

(predicdo da massa molecular: ~ 36 kDa; pl: 8,44) experimentos de ELISA. Mesmo imunizando o animal por cinco vezes, a titulacao do

antissoro obtido foi baixa (dados nao mostrados). Embora o antissoro obtido foi

capaz de reconhecer a rEgGAPDH (Figura 5), a deteccdao da proteina cognata em
extratos proteicos do parasito nao foi possivel.

Expressao da rEgGAPDH

A expressao da rEgGAPDH foi realizada em células de E. coli BL21 (DE3) pLysE na
condicao de cultivo por 5h a 20°C. Figura 5: Western blot em extratos de protoescoélices utilizando o
anti-rEgGAPDH (1) rEgGAPDH; (2) Proteina recombinante GAPDH de
Purificacao da rEgGAPDH Metarhizium anisopliae controle de reatividade cruzada; (3) Extrato proteico
de protoescdlices; (4) Proteina GST, como controle negativo. A elipse em
vermelho indica que o antissoro identificou apenas a proteina recombinante.

Durante a purificacao da rEgGAPDH (Figura 1) foi evidenciada a ocorréncia de dois
produtos proteicos nao esperados. Um desses produtos foi identificado por western
blot como sendo a proteina GST, logo um produto de proteina truncada (Figura 2). O O fato da proteina EQGAPDH ndo ser detectada no extrato proteico
outro produto possivelmente € o resultado de alguma degradacao proteica, que pode de protoescdlices nao era esperado, porque a GAPDH ja foi
ter ocorrido durante a etapa de purificagao. identificada como sendo expressa em protoescolices em um estudo
protedmico realizado pelo nosso grupo (Monteiro et al., 2010).

Com o intuito de entender melhor os resultados obtidos, assim como para identificar
os peptideos da rEgQGAPDH, analises por espectrometria de massas foram realizadas.

Analise da rEgQGAPDH por espectrometria de massas

Os peptideos da GAPDH de E. granulosus foram identificados, contudo
também foram identificados peptideos da GAPDH de E. col..

Esses resultados indicam que a proteina-alvo recombinante interagiu com
a proteina GAPDH da bactéria utilizada para a expressao heterdloga. Este
fendbmeno ja foi observado em um estudo com a GAPDH de esperma de
Figura 1: Purificacio da rEgGAPDH Figura 2: Western blot das etapas de rato, no qual essa GAPDH formou um heterotetramero com a GAPDH de E.

em fusdo com a GST (SDS-PAGE 12% expressdo e purificacio da rEQGAPDH. (1) [ coli _(Frayne et al., 2009). Ness,e estudo, a_formagao do heterptetra,mero e
corado com coomassie blue). (1-4) Expressio proteica; (2) Fracdo soltvel: (3) expllc‘:a_da pelo fato da proteina regomblnante ter um baixo nivel lde
Eluicdes da proteina de fusdo; (M) Eluicio da proteina de fusdo; (4) Clivagem; (5) solubilidade, de modo que a formacao de qualquer dimero pela proteina
Marcador de massa molecular. As setas Proteina GST, controle positivo; (6) Proteina recombinante poderia rapidamente ser equilibrada ao se ligar a proteina

indicam os produtos proteicos nao recombinante B4-GFP, controle negativo. A seta da bactéria, uma vez que a GAPDH tende a formar tetrameros.
esperados na purificagao. indica o produto de proteina truncada.

Para evitar a provavel degradacao proteica e aumentar o rendimento da purificagao,
foi repetida a etapa de purificacao da proteina com a adicao de um inibidor — — - _ -
de protease (PMSF). Contudo ndo foi possivel evitar tal degradacdo (Figura 3). Como o objetivo do nosso projeto € o estudo funcional da proteina

EgGAPDH e considerando que a proteina recombinante purificada pode

- r forman mplex m APDH E. coli rotein rifi
Figura 3: Purificacao da rEgGAPDH com o inibidor de estar 1o ~a d~0 C,O plexos com a G : de cotl, a proteina pu cada
protease, PMSF (SDS-PAGE 12% corado com coomassie em questao nao € adequada para seguir com 0s experimentos.

blue). (1-4) Eluicdes; (M) Marcador de massa molecular. As
setas indicam os produtos proteicos nao esperados na

purificacao. A seta em vermelho indica o produto truncado e » ) )
a seta em azul indica um produto originado de uma possive| * Obtencao da proteina rEgGAPDH pura, livre da proteina GAPDH de E. coli, utilizando uma

degradacdo proteica. linhagem de expressao cujo gene da GAPDH esteja mutado, na tentativa de evitar a expressao
da proteina GAPDH da bactéria;
A expressdo da rEgGAPDH também foi - Analise da expressao do gene codificador da EQGAPDH por RT-PCR;

realizada em células de E. coli BL21 (DE3)  Analise in silico da estrutura do gene da EQGAPDH.
RIL nas mesmas condicdoes de cultivo com
o intuito de verificar se o0 mesmo padrao

proteico era mantido. Neste caso, a Braschi, S., Borges, W. C., Wilson, R. A. (2006). Proteomic analysis of the schistosome tegument and its surface

puriﬁcagéo foi feita utilizando Triton 19%. membranes. Mem. Inst. Oswaldo Cruz. 101, 202-212.
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