Caracterizacio das proteinas 14-3-3¢1 e 14-3-3¢2 do parasito Echinococcus granulosus
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A hidatidose cistica é uma doenga infecciosa causada pelo cestéide Echinococcus granulosus, sendo que o
estabelecimento e a manuten¢do do cisto hidatico (forma larval patogénica) durante a infecgdo cronica envolve a
participacdo de diversas proteinas que medeiam processos de interag@o parasito-hospedeiro. As proteinas 14-3-3
tém sido descritas como moléculas de grande relevancia na biologia celular de eucariotos, estando envolvidas em
diversos processos, incluindo regulacio do ciclo celular, apoptose, regulacio da transcricdo e sinalizagao celular.
Em E. granulosus, foram identificadas 4 isoformas de proteinas 14-3-3 (duas isoformas € e duas isoformas {). As
duas isoformas €de 14-3-3 de E. granulosus (Egl4-3-3el e Egl4-3-3¢2) foram identificadas em andlises
protedmicas, estando presentes em protoescolices (pré-adultos) e nos seus produtos de secregdo/excrecdo em
cultura. Isso sugere que as proteinas 14-3-3 de E. granulosus devem desempenhar um papel potencialmente
importante nessa relagdo parasito-hospedeiro. A clonagem das sequéncias codificadoras das proteinas Egl4-3-
3¢l e Egl4-3-3e2 foram realizadas em dois vetores plasmidiais distintos (pET-26b e pGEX-TEV,
respectivamente), para permitir a expressdo em Escherichia coli da proteina Egl4-3-3¢1 recombinante no espago
peripldsmatico com cauda de histidina e purificacdo por cromatografia de afinidade com resina de niquel, e a
expressdo da proteina Egl14-3-3¢2 recombinante no citoplasma, em fusdo com a proteina GST e purificacio por
cromatografia de afinidade com resina de glutationa-Sepharose 4B. A identificagdo de proteinas de extratos de
protoescdlices que interagem com a 14-3-3g]l recombinante foi realizada através de ensaios de cross-linking
mediados por Sulfo-SBED, para marcagdo de ligantes com biotina e recuperagdo por cromatografia de afinidade
com avidina. As protefnas de interacdo estdo sendo identificadas por espectrometria de massas (LC-MS/MS).
Até o momento, foram identificadas 17 proteinas, as quais estdo envolvidas em fun¢des bioldgicas significativas

para o parasito, como, por exemplo, organizacio de citoesqueleto, resisténcia a estresse e processos metabdlicos.
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