Caracterizacao das proteinas 14-3-3¢1 e 14-3-3¢€2
do parasito Echinococcus granulosus

Bruna Valandro Meneghetti, Aline Teichmann, Karina Mariante Monteiro, Henrique Bunselmeyer Ferreira, Arnaldo Zaha
E-mail: bvalandromeneghetti@gmail.com

Laboratorio de Biologia Molecular de Cestodeos & Laboratorio de Gendmica Estrutural e Funcional, Centro de Biotecnologia, UFRGS

Introducao

A hidatidose cistica € uma doenca infecciosa causada pelo cestddeo
Echinococcus granulosus e uma zoonose hiperendémica no Cone Sul da América do
Sul, incluindo o sul do Brasill. O E.granulosus tem, como hospedeiros definitivos, os
canideos, e, como hospedeiros intermediarios, ungulados domesticos e o homem. O
estabelecimento e a manutencao do cisto hidatico (forma larval patogénica) durante a
infeccdo cronica envolve a participacao de diversas proteinas que podem estar
relacionadas a atividades fisiol6gicas do parasito®

As proteinas 14-3-3 constituem uma familia conservada de moléculas que tém
sido descritas como de grande relevancia na biologia celular de eucariotos, estando
envolvidas em diversos processos, incluindo regulacdo do ciclo celular, apoptose,
regulacdo da transcricao e sinalizacao celular®. Em E. granulosus, duas isoformas € das
proteinas 14-3-3 foram identificadas em analises proteOmicas, estando presentes em
protoescélices (pré-adultos) 4 e nos seus produtos de secrecdo/excrecdo em cultura
(dados néo publicados). Isso sugere que as proteinas 14-3-3 de E. granulosus podem
desempenhar um papel potencialmente importante na relacéo parasito-hospedeiro.

Objetivos

»Clonar e expressar em Escherichia coli as sequéncias codificadoras das proteinas 14-
3-3el (Egl4-3-3 €l1) e 14-3-3¢2 (Egl4-3-3 €2) de E. granulosus;

»ldentificar proteinas que interagem com as proteinas Egl14-3-3¢1 e Egl4-3-3¢2 de E.
granulosus;

»Analisar o padrao de expressado da proteina Egl4-3-3el em componentes do cisto
hidatico.

Metodologia

1- Clonagem, expressao e purificacao das proteinas Eg14-3-3¢1 e Eg14-3-3€2:
A clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas Eg14-3-3¢l e Egl4-3-3¢2 foram
realizadas por recombinacdo homologa in vivo em dois vetores plasmidiais distintos (pET-
26b e pGEX-TEV, respectivamente). As sequéncias clonadas tiveram a sua identidade
confirmada pelo sequenciamento num sequenciador MEGABACE 1000. A expressao das
proteinas recombinantes foram em E. coli BL21 Codon Plus RP (DE3) na condicao de
0,5mM de IPTG sob agitacao a 25 C por 3 horas para Egl4-3-3¢1 e 0,1mM de IPTG sob
agitacdo a 37 C por 3 horas para Egl4-3-3¢2. A expressdo da proteina Egl4-3-3¢l
recombinante no espaco periplasmatico com cauda de histidina, permitiu posterior
purificacao por cromatografia de afinidade com resina de niquel, e a expressao da proteina
Egl4-3-3¢2 recombinante no citoplasma, em fusao com a GST, foi submetida a clivagem
com a protease TEV e posterior purificacdo por cromatografia de afinidade com resina de
glutationa-Sepharose 4B.

2- Imunolocalizacao:

As proteinas recombinantes foram utilizadas na imunizacéo de animais para a producéo de
antissoros, que foram utilizados nas analises do padréo de expressao da proteina Eg14-3-
3el. Os experimentos de imuno-localizacéo foram realizados por microscopia confocal em
protoescolices e camada germinativa com cortes de 5 um e in toto para protoescolices. A
marcacao de nucleo e citoesqueleto foram feitas com DAPI-4'6’-diamidino-2-phenylindole e
Faloidina Alexa Fluor 594 (Invitorgen) respectivamente. Para deteccao do complexo
anticorpo/proteina foi utilizado anticorpo secundario conjugado com o fluoréforo Alexa Fluor
488 (Invitorgen). As laminas foram preparadas em meio Fluoromount (Sigma) e analisadas
em microscopio Confocal ESPECTRAL FV1000 no Centro de Microscopia Eletronica da
UFRGS.

3- Ensaio de interacao - Cross-Linking:

A identificacao de proteinas de extratos de protoescolices (pré-adultos) que interagem com
as isoformas Egl4-3-3el e Egl14-3-3¢2 foi realizada através de ensaios de cross-linking
mediados por Sulfo-SBED (Pierce, Thermo Scientific), para marcacao de ligantes com
biotina e recuperacao por cromatografia de afinidade com avidina (Monomeric Avidin
Resin, Pierce, Thermo Scientific). As proteinas de interacdo foram identificadas por
espectrometria de massas (LC-MS/MS). As sequéncias foram processadas utilizando o
Mascot 2.2.1. As classes funcionais foram atribuidas com base em proteinas anotadas no
KOG (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/grace/kognitor.nhtml).

Resultados

1- Purificacédo das proteinas Eg14-3-3¢l e Eg14-3-3€2: Apobs a extracdo da fracdo
periplasmatica foi possivel purificar a proteina recombinante Egl4-3-3¢1 com cauda de
histidina (massa molecular de 28 kDa) (Figura 1A). A purificacdo da Eg14-3-3¢2 em fuséo
com a GST (massa molecular de 54 kDa) foi submetida a clivagem obtendo a proteina
livre da fusao (massa molecular de 28 kDa) (Figura 1B).
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Figura 1: (A) Purificacdo da proteina Eg14-3-3¢1 M- Marcador de Massa Molecular 1- Cultura ndo-induzida 2- Cultura
induzida com 0,5 mM de IPTG 3- Extracdo da Fracao Periplasméatica 4- Purificacdo da proteina recombinante Eg14-3-3¢€1
com cauda de histidina (B) Purificacdo da proteina Egl4-3-3¢2 M- Marcador de Massa Molecular 1- Cultura nao-
induzida 2- Cultura induzida com 0,1mM de IPTG da proteina Eg14-3-3¢2 em fusdo com a proteina GST 3- Purificacédo
da proteina Eg14-3-3¢2, livre da fusdo com a GST.

2- Andlise do padrao de expressao da proteina Eg14-3-3¢l

Nos experimentos de imunolocalizacao com protoescolices, foi possivel observar uma
ampla distribuicao da proteina por todo o protoescolex (Figura 2) e principalmente ao
redor dos nucleos das células (Figura 3). A proteina Eg14-3-3¢1l também pode ser
observada na camada germinativa do cisto hidatico (Figura 4) que € um componente
de interacdo com o hospedeiro demostrando um papel potencialmente importante da
proteina Eg14-3-3¢l na relagcao parasito-hospedeiro.
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Figura 2: Analise in toto do padréo de expressao daisoforma Egl14-3-3gl em protoescolices — A: marcacao de
nacleos com DAPI (azul); B: marcacéo de actina com Faloidina conjugada com fluoroforo Alexa 594 (vermelho); C:
deteccéo da proteina por marcacdao indireta com anti-lgG de coelho conjugado com fluoréforo Alexa 488 (verde), D:
sobreposicao das marcacoes.

Figura 3: Andalise do padrdo de expressdo da isoforma EQg14-3-3el1 em cortes longitudinais de
protoescolices. A: marcacdo de nucleos com DAPI (azul); B: deteccdo da proteina por marcacao indireta com
anti-lgG de coelho conjugado com fluoréforo Alexa 488 (verde); C: sobreposicdo das marcacdes. D: detalhe da
imagem C, seta indica localizac&o perinuclear da proteina Eg14-3-3¢1.

Figura 4: Analise do padréo de expresséao da isoforma Egl14-3-3el em cortes de camada germinativa do cisto
hidatico - A: marcacdo de nucleos com DAPI (azul); B: deteccéo da proteina por marcacéo indireta com anti-lgG de
coelho conjugado com fluoréforo Alexa 488 (verde); C: sobreposicédo das marcacdes. D: detalhe da imagem C.

3- ldentificacao das proteinas de interacao com as isoformas Eg14-

3-3el e EQl4-3-3e2: A partir do experimento de cross-linking foi possivel
identificar 24 proteinas de interacdo com a proteina Egl4-3-3¢l e 19 proteinas
de interacdo com a proteina Egl4-3-3€2 (Quadrol). Conforme a andlise das
classes funcionais, foi possivel observar que o maior numero de proteinas de
interacdo com a proteina Egl4-3-3¢l estdo relacionadas a modificacbes pos-
traducionais turnover de proteinas e chaperonas (25%), proteinas envolvidas na
producao e conversao de energia (20%) e proteinas de citoesqueleto (16%).
Para a proteina Egl4-3-3¢2 a maioria das proteinas de interacao estao
relacionadas a modificacOes pos-traducionais turnover de proteinas e
chaperonas (26%), proteinas de citoesqueleto (26%) e proteinas envolvidas a
producéao e conversao de energia (21%).

Quadro 1: Proteinas de interacdo com as proténas Eg14-3-3¢1 e Eg14-3-3¢2 organizadas de acordo com a
classificacéao funcional KOG.

Proteinas de interagao com a Eg14-3-3e1 e categorias Proteinas de interagao com a Eg14-3-3e2 e categorias
funcionais funcionais

Modificagoes pos-traducionais, tumover de proteina e
Chaperonas

1- Proteina de chogque témico (HSP20)

2- Proteina de chogue térmico (H5P60)

3- Proteina de chogue térmico (HSP70)

4- Proteina de chogue térmico (HSP90)

Modificagdes pos-traducionais, tumover de proteina e
Chaperonas

1- Proteina de chogque térmico (HSP20)

2- Proteina de chogue térmico (H5P70)

3- Proteina de chogue térmico (HS5P90)

4- Tioredoxina-peroxidase

5 Tiomredoxina-peroxidase 5 14-3-3 epsilon 1

6- 14-3-3 epsilon 1 Citoesqueleto

Produgio e conversao de energia 6- Actina

T- Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase T- Alfa-tubulina

8- Malato-desidrogenase 8- Miofilina

9- Citrato-sintase 9- Miosina

10- Lactato-desidrogenase 10- Proteina de fragmentagio de filamento de actina
11- Succinato-desidrogenase Producio e conversao de energia

Citoesqueleto 11- Fosfoenolpiruvato-carboxiguinase

12- Actina 12- Malato-desidrogenase

13- Alfa-tubulina 13- Citrato-sintase

14- Dineina 14- Succinato-desidrogenase

15- Miosina Transporte e metabolismo de carboidratos
Transporte e metabolismo de carboidratos 15- Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase

16- Enolase 16- Transguetolase

17- Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase Trafego intracelular, secregao e transporte vesicular
18- Fosfoglicerato-mutase 17- Anexina

Controle do ciclo celular, divisao celular e particionamento
do cromossomo

19- Transquetolase

Tradugao, estrutura ribossomal e biogénese
20- Fator de elonga¢ao 1-alfa 18- Catepsina D

Transporte e metabolismo de aminoacidos Sem classificagio
21- Omitina-aminotransferase 19- MVP

Trafego intracelular, secregao e transporte vesicular
22- Anexina

Mecanismos de defesa

23- DJ-1

Sem classificagao

24- VP

Das interacOes identificadas neste estudo, muitas ja foram descritas na literatura
para outros organismos. Entre as proteinas de interacdo, muitas estao envolvidas
em funcbes bioldgicas significativas para 0 parasito, como organizacdo de
citoesqueleto, resisténcia a estresse e processos metabalicos.

Perspectivas

»Realizar outras duas abordagens complementares que identifiquem proteinas de
interacao;

»Confirmar algumas das interacOes observadas por ensaios de Imuno-
precipitacao;

»Analisar o padrao de expressdo da proteina Egl4-3-3el em componentes do
cisto hidatico.
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