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( Introducao )
/ O antigeno B (AgB) é a O AgB é uma lipoproteina oligomérica formada por subunidades de 8 kDa, codificadas por Apesar dos recentes avangos
principal proteina encontrada uma familia multigénica (Chemale et al., 2003).Est&o descritas cinco subunidades diferentes em relacdo a caracterizagé@o
nos produtos de para o antigeno B: AgB8/1, AgB8/2, AgB8/3, AgB8/4 e AgB8/5. O AgB é amplamente molecular do AgB (Monteiro et
secregao/excrecdo do cisto estudado em relagdo ao seu papel biolégico, e os resultados desses estudos evidenciam al., 2007), ainda pouco se sabe
hidatico, a forma larval de suas implicagdes nos processos que promovem o estabelecimento e a sobrevivéncia do sobre sua estrutura oligomérica
Gchinococcus granulosus. parasito (ver por ex. Shepherd et al., 1991; Rigano et al., 2001). e composigao de subunidades.
O objetivo deste trabalho é avaliar as propriedades agregativas de duas subunidades recombinantes do AgB (rAgB8/4 e rAgB8/5) expressas
L em Escherichia coli.

[ Material e Métodos )
« Purificacdo das proteinas recombinantes * Cross-linking * Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET)
Foi feita a expressao de rAgB8/4 em fusdo com 80 pl de uma solugéo 2 mg/ml de cada subunidade A8 (G TER (EEEmIENTES e SEED (@i e
GFP (Green Fluorescent Protein) e cauda de recombinante foram incubados com 0,1% de PBS) foram aquecidas a 37°C por 15 min.

histidinas e de rAgB8/5 em fuséo com glutaraldeido & temperatura ambiente. (" Telas de formvar/carbono foram colocadas sobre
Glutatlona-S-Transferaselz_ (GST) em Escherichia Aliquotas de 10 pL foram removidas em uma gota de 20 pl de cada subunidade
col. % diferentes intervalos de tempo e analisadas \ recombinante por 15 minutos.
As proteinas recombinantes em fusao em SDS-PAGE. As amostras foram coradas com acetato de )
foram purificadas por cromatografia de uranila 1% por 5 minutos.
afinidade. * Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) (As imagens de MET foram registradas
Por meio de clivagem com a Para os experimentos de DLS utilizou-se 1 mg de em um microscépio JEOL modelo JEM
protease TEV (Tobacco Etch Virus) proteina em solug&o (1 mL de PBS) previamente 1200EXII (disponivel no Centro de
as proteinas recombinantes filtrada em membrana de 0,45 ym em capela de fluxo Microscopia Eletronica da UFRGS),
(rAgB8/4 e rAgB8/5) foram liberadas laminar. \_ operado a 80 kV.
da fusdo. J As medidas foram conduzidas em um
equipamento da Brookhaven Instruments, em
angulo fixo de 90° e sob temperatura
controlada de 37°C. Foi utilizado um laser
He-Ne (632,8 nm) como fonte de luz.
| Resultados )

f As imagens de MET mostram grandes agregados formados por rAgBB/)K Além disso, também & possivel ver uma banda >150 kDa que néo esa

e rAgB8/5, assim como, diferencas estruturais existentes entre os mesmos | Presente no cross-linking de rAgB8/5 (Fig. 2B).

(Fig. 1). Os agregados formados por rAgB8/4 possuem uma estrutura mais
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aberta, com regides afiladas, enquanto aqueles formados por rAgB8/5 S o
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apresentam uma estrutura mais compacta, quase globular (Figs. 1A e 1B, a5 (4 ol ..' ."

respectivamente). Na preparacdo de rAgB8/5 também foram observados =1 25 ! ) |

agregados com aspecto amorfo (Fig. 1C) 15] - - :: |
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4 Figura 2. Cross-linking dos oligdmeros recombinantes de AgB8/4 (A) e AgB8/5 (B). As proteinas foram

incubadas com glutaraldeido 0,1% por 0,5; 1; 5; 10; 20; 30; 45 e 60 min como indicado no topo da imagem. (-)
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w %}f‘\. » \% Amostra sem glutaraldeido. M: Marcador de massa molecular.
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Os resultados obtidos com a técnica de espalhamento de luz dinamico
T L bl corroboram com os demais resultados mostrando que as subunidades
Figura 1. Microscopia eletronica de transmissdo dos oligdmeros formados pelas subunidades formam agregados em SOlUQéO. As analises por DLS mostram diferencas nos

recombinantes. As imagens mostram a estrutura de rAgB8/4 (A) e rAgB8/5 (B e C). Aumento: 60 000x (A) estados agregativos de cada subunidade I'AgBS/4 forma uma populagéo
€100 000x (B e C). ’

As andlises por cross-linking também demonstraram que as formas principal de agregados que se destaca, enquanto rAgB8/5 apresenta pelo
monoméricas de rAgB8/4 e rAgB8/5 interagem formando oligbmeros de alta | Menos duas subpopulagdes representativas (Fig. 3).
massa molecular (Fig. 2). Nos tempos iniciais aparecem bandas regularmente A B
espacgadas de 8, 16, 24 kDa, o que se assemelha muito ao padrado observado
para o AgB nativo em SDS-PAGE. A partir de 30 min de incubagdo com
glutaraldeido observam-se diferengas significativas entre as duas
subunidades recombinantes. O mondémero de rAgB8/5 desaparece e
evidenciam-se produtos de cross-linking concentrados na regido de 35-50
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kDa (Fig. 2B), enquanto que no caso de AgB8/4 observa-se, embora em Didmetro (nm) Dismetro (nm).
5 A Haras i Figura 3. Andlise por espalhamento de luz dinamico dos oligdmeros recombinantes de AgB8/4 (A) e
menor qUantldade, a presenca do mondmero e os 0||gome|"0$ de maior AgB8/5 (B). Foram utilizadas solugdes contendo 1mg/ml de proteina recombinante, a 37°C. O eixo x representa
Wassa molecular distribuem-se acima dos 35 kDa (Flg 2A) / as medidas em nanémetros para os diametros hidrodinamicos dos agregados. O eixo y dita a representatividade /
da populagdo de agregados na amostra.

[ Discussao ]

(" O perfil dos oligbmeros formados foi caracteristico de cada subunidade\/ Monteiro et al. (2007) demonstraram que as subunidades rAgBS/1,\
recombinante. rAgB8/5 apresentou tanto uma associagdo com maior | rAgB8/2 e rAgB8/3 possuem capacidade de se associar, ndo-covalentemente,
afinidade e formagao de agregados com estrutura mais fechada e compacta, | assim como, apresentam diferencas em seu estado oligomérico. Os
demonstrado pelas analises de cross-linking e imagens de MET, como graus | resultados obtidos neste trabalho, indicam que as subunidades rAgB8/4 e

Qe oligomerizagao variados, visivel nas analises de DLS. /\r/-\gBS/S apresentam essas mesmas propriedades agregativas. /
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