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Resumo

O estagio larval do Echinococcus granulosus é o agente etiolégico da
hidatidose. O antigeno B (AgB) € um dos principais componentes antigénicos do
liquido hidatico do metacestédeo e foi caracterizado como uma lipoproteina
imunogéncica de 120-160 kDa. Na presenca de agentes redutores, dissocia-se em
8, 16, 24 e 32 kDa, sugerindo que € composto de multimeros de subunidades de 8
kDa. Embora a fungéo bioldgica do AgB ainda n&o seja totalmente clara, muitos
estudos demonstraram sua atuacao junto a processos importantes na relagéao
parasito-hospedeiro, por exemplo, a evasdo da resposta imune do hospedeiro.
Nosso laboratério ja clonou e expressou em Escherichia coli cinco cDNAs que
codificam subunidades do AgB, EgB8/1, EgB8/2 e EgB8/3, EgB8/4 e EgB8/5. Um
trabalho recente realizado em nosso laboratério demonstrou que as subunidades
recombinantes do AgB, rAgB8/1, rAgB8/2 e rAgB8/3, sdo capazes de auto-
associarem em solugao formando homo-oligdmeros com caracteristicas estruturais
semelhantes ao AgB nativo. Entretanto, neste trabalho n&o foi testada a hetero-
oligomerizacdo das subunidades recombinantes do AgB, visto que as proteinas
recombinantes purificadas foram obtidas ja sob a forma de homo-oligbmeros, nao
sendo possivel a mistura destas subunidades para este fim. Este trabalho tem como
objetivo investigar a possivel hetero-oligomerizagdo das subunidades recombinantes
do AgB através de experimentos de co-expressao. As sequéncias codificadoras do
AgB (EgB8/2) e (EgB8/3) de E. granulosus foram amplificadas por PCR e os
produtos de PCR de ambas as sequéncias foram clonados no vetor de expressao
(pCDF-Duet), o qual possui duas regides com multiplos sitios de clonagem (MCS). A
fidelidade das sequéncias clondadas foi confirmada por sequenciamento de DNA.
As proteinas recombinantes foram expressas em Escherichia coli e pela co-
purificacdo em coluna de niquel, foi possivel verificar experimentalmente que as
subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3 estdo interagindo entre si. A interacdo entre as
subunidades foi confirmada pela analise por imunoblot e espectrometria de massas.
Nossos resultados demostram a hetero-oligomerizagdo das subunidades
recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 de E. granulosus e os dados podem fornecer um
possivel mecanismo de regulagdo na oligomerizagdo destas subunidades. E
necessario um melhor entendimento da estrutura e dos mecanismos de
oligomerizacdo do AgB para usa-lo como um importante alvo na elaboragdo de
novas estratégias de prevencéao, controle e tratamento de cestodiases.



Abstract

The larval stage of Echinococcus granulosus is the etiologic agent of hydatidosis.
Antigen B (AgB) is a major protein component of the metacestode hydatid fluid and
was characterized as a immunogenic lipoprotein of 120-160 kDa. In presence of
reducing agents, dissociates into 8, 16, 24 and 32 kDa, suggesting that their consists
of multimers of 8kDa subunits. Although the biological function of AgB is still not
entirely clear, numerous studies have demonstrated it engagement in important
processes in the host-parasite relationship such as evasion of host immune
response.

Our laboratory has already cloned and expressed five cDNA encode EgB8/1, EgB8/2
e EgB8/3, EgB8/4 e EgB8/5 antigen B subunits in E. coli. Previous studies from our
group demonstrated that recombinant AgB subunits are able to self-associate in
solution to form homo-oligomers, presenting similar properties to native AgB.
However the hetero-oligomerization of the recombinant AgB subunits were not
investigated. Since purified recombinant proteins were already obtained in the form
of homo-oligomers and, it was not possible to combine these subunits for this
purpose. In this work we aim to investigate the possible hetero-oligomerization of the
AgB subunits through co-expression experiments. The cDNA sequences enconding
E. granulosus EgAgB8/2 and EgAgB8/3 by PCR and the PCR products of both
sequences have been cloned in the expression vector (pCDF-Duet), which has two
multiple cloning site (MCS). The fidelity of the cloned sequences was confirmed by
DNA sequencing. Afterwards the recombinant proteins rAgB8/2 and rAgB8/3
expressed in Escherichia coli. By co-purification in the nickel column, it was possible
to verify experimentally that the two subunits rAgB8/2 and rAgB8/3 are interacting
one each other. The interaction between the subunits was confirmed by
immunoblotting and mass spectrometry. Our results demonstrated the hetero-
oligomerization of recombinant subunits rAgB8/2 and rAgB8/3 of E. granulosus and
these data may help to elucidate a possible mechanism for regulation of the subunits
oligomerization process. A better understanding of the structure and mechanisms of
oligomerization is necessary since that the AgB as an important target in the
development of new strategies for prevention, control and treatment of cestodiasis.
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1. Introducéo

1.1 Espécies do género Echinococcus

O Echinococcus granulosus é um helminto pertencente ao filo
Platyhelminthes, Classe Cestoda, ordem Cyclophyllidea e Familia Taeniidae (Fortes,
2004) cujo ciclo vital inclui dois hospedeiros (Thompson & McManus, 2002;
Thompson, 2008). Sua forma adulta parasita o intestino do cdo (hospedeiro
definitivo), enquanto a forma larvaria (cisto hidatico) desenvolve-se nos ungulados
domésticos (especialmente bovinos, ovinos e suinos) e acidentalmente o homem,
organismos que servem como hospedeiro intermediario para o parasito. O género
Echinococcus inclui pelo menos, dez espécies (Moro et al. 2009), sendo que seis
(Jenkis et al. 2005) delas s&o importantes em relagdo a saude publica e uma sétima,
E. shiquicus, recentemente proposta (Xiao et al. 2005). Das seis espécies ja
reconhecidas, quatro correspondem as espécies classicas, Echinococcus
granulosus, Echinococcus multilocularis, Echinococcus vogeli e Echinococcus
oligarthrus. As espécies Echinococcus equinus e Echinococcus ortleppi,
anteriormente descritas como linhagem equina (G4) e bovina (G5) de E. granulosus,
respectivamente, foram validadas mais recentemente, com base, principalmente, em
caracteristicas moleculares (Thompson & McManus, 2002). Ainda, o E. vogeli e o E.
oligarthrus sao agentes etiologicos da hidatidose policistica, e menos frequente
restrita a Ameérica do Sul e Central.

Duas dessas espécies, Echinococcus granulosus e Echinococcus
multilocularis, que causam respectivamente, a hidatidose cistica e a hidatidose
alveolar, sdo consideradas de maior importancia pela distribuicdo geografica e
impacto na saude publica. (McManus & Thompson, 2003). Devido a distribuigdo

cosmopolita e o importante impacto tanto na saude de seres humanos como de



animais domésticos, E. granulosus é considerada a espécie mais relevante (Romig,
2003).
1.1.1 O Echinococcus granulosus e a hidatidose cistica

Os ovos eliminados pelo verme adulto sao infectivos para os hospedeiros
intermediarios que, em geral, sdo ungulados domésticos. O homem ¢ infectado
acidentalmente devido ao manuseio de hospedeiros definitivos contaminados e a
transferéncia de ovos das méaos para a boca, ou ainda pela ingestao de alimentos
contaminados (Eckert et al. 2004). Nos hospedeiros intermediarios, os ovos eclodem
liberando a oncosfera, que, nas visceras do hospedeiro (geralmente figado ou
pulmbes), se diferencia na forma larval patogénica do parasito, o metacestdédeo ou
cisto hidatico, causando a hidatidose cistica. O ciclo vital de E. granulosus é fechado
quando os protoescolices, formas pré-adultas do parasito presentes no interior do
cisto, sédo ingeridos por um hospedeiro definitivo, podendo diferenciar-se em vermes

adultos (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo vital do E. granulosus. (1) O verme adulto vive no intestino delgado do hospedeiro
definitivo (principalmente o cdo doméstico). (2) As proglétides gravidas liberam os ovos, os quais sdo



eliminados nas fezes. Apds a ingestao por um hospedeiro intermediario adequado (bovinos, ovinos, o
homem, etc.), os ovos eclodem no intestino delgado e liberam a (3) oncosfera que penetra na parede
do intestino e migra através do sistema circulatério para varios 6rgaos, especialmente figado e
pulmdes. Nestes 6rgéos, a oncosfera diferencia-se em um (4) cisto hidatico o qual aumenta
gradualmente de tamanho, produzindo (5) protoescélices no seu interior. O hospedeiro definitivo é
infectado pela ingestdo de cistos existentes nos 6rgdos dos hospedeiros intermediarios. Apds a
ingestdo, os (6) protoescdlices evaginam, fixam-se a mucosa intestinal e se transformam em vermes
adultos. Os seres humanos séo infectados pela ingestao de ovos, com a liberagdo de oncosferas no
intestino delgado e o desenvolvimento de cistos (4) em varios 6rgaos. (Modificado de Laboratory
Identification of Parasites of Public Health Concern, 2011a).

O verme adulto de E. granulosus é uma pequena ténia, com 2 a 7mm de
comprimento. Na sua porgcédo anterior, o adulto apresenta um escélex ou cabecga,
gue possui quatro ventosas e um rostelo com duas fileiras de ganchos, evolvidos na
fixacdo do parasito no hospedeiro. O corpo ou estrébilo € composto de trés
segmentos ou proglétides que diferem no seu estagio de maturagdo sexual. A
primeira proglétide é dita jovem ou imatura; a segunda € a proglétide sexualmente
madura; e a ultima, a proglotide gravida que contém os ovos do parasito (Thompson
& Lymbery, 1995).

A infeccdo com E. granulosus resulta no desenvolvimento de um ou varios
cistos hidaticos uniloculares que, em humanos desenvolve-se principalmente em
figado (70%) e pulméo (20%), e os restantes 10% dos cistos podem ocorrer em
outras partes do corpo como: cérebro, coragao, rins, 0ssos entre outros (Grosso et
al. 2012). O cisto hidatico unilocular pode alcangar um tamanho de 20 cm de
diametro ou até mais (Rogan et al. 2006) (Figura 2A), sdo esféricos preenchido por
um liquido estéril, denominado liquido hidatico, o qual € uma mistura complexa de
moléculas derivadas do parasito e componentes do soro do hospedeiro (Holcman et
al. 1997). A camada mais interna do cisto, a camada germinativa, € uma camada
celular indiferenciada proliferativa, responsavel tanto pela formagcdo de
protoescolices, como pela sintese da camada laminar, uma camada mais externa,

acelular, rica em carboidratos. Os protoescélices surgem a partir de evaginagdes



decorrentes da proliferagdo e diferenciagdo de células de qualquer regido da
camada germinativa (Galindo et al. 2002). Os cistos do parasito gradualmente se
expandem e causam uma reagdo granulomatosa no hospedeiro, seguido do
desenvolvimento de uma camada de tecido fibroso denominada camada adventicia
(Thompson & Lymbery, 1995; Thompson & McManus, 2001).

Apods a infeccdo, os seres humanos sao geralmente assintomaticos por um
longo periodo, uma vez que o crescimento do cisto € lento. A taxa de crescimento no
figado é variavel variando de 1 a 5 mm de didmetro por ano. Em geral, as infec¢des
primarias consistem de um unico cisto, mas até 20 a 40% dos infectados possuem
multiplos cistos. Os sintomas dependem do tamanho, numero de cistos, e de sua
localizagdo no o6rgao. Os principais sinais e sintomas da hidatidose incluem:
hepatomegalia, dor epigastrica, nauseas e vomitos. Sua principal complicagao esta
associada a ruptura do cisto, responsavel pelas respostas imunoldgicas sistémicas
como anafilaxia. A ruptura do cisto na cavidade peritoneal pode causar a hidatidose
secundaria com a liberagdo de protoescélices (Figura 2B) ou pequenos cistos que

podem desenvolver-se em cistos maiores (Nunnari et al. 2012).

Figura 2. Estéagio larval do parasito E. granulosus. A: Aspecto macroscopico de um cisto hidatico
em pulmio bovino (foto de A.Teichmann); B: Protoescdlices liberados de um cisto hidatico
(Modificado de Laboratory Identification of Parasites of Public Health Concern, 2011b).



A equinococose cistica (CE), zoonose que cada vez mais vem aumentando
sua importancia mundial causado pela fase larval patogénica (cisto hidatico ou
metacestdédeo) do Echinococcus granulosus, continua a representar um sério
problema de saude publica em areas subdesenvolvidas e industrializadas (Eckert &
Deplazes, 2004). Caracteriza-se por uma endemia cronica generalizada, uma das
mais difundidas doencas zoondticas de helmintos em humanos (McManus et al.

2003; Zhang & McManus, 2006; Craig et al. 2007).

1.2 Epidemiologia e distribuicéo

Com relagdo aos dados epidemioldgicos e sua distribuicdo, o cestédeo E.
granulosus foi encontrado em varios carnivoros silvestres na América do Sul, sendo
0 cao, o principal responsavel pela disseminagdao da infeccdo hidatica para os
demais animais domésticos e para o homem. A frequéncia do cisto hidatico pode ser
diretamente relacionada com a prevaléncia da equinococose nos caes de
determinada regido (Santos, 1995). Segundo Santos (1995) no Brasil, 0 Rio Grande
do Sul é o estado que apresenta as maiores taxas da infecgao hidatica nas espécies
animais e no homem.

A hidatidose é considerada uma doenca rural, mas sua ocorréncia em areas
urbanas tem sido significante devido a migracdo de cées infectados pelo E.
granulosus oriundos de areas endémicas (Hoffmann 2001). Na America do Sul, a
hidatidose tem carater endémico ou hiperendémico no Cone Sul (incluindo o sul do
Brasil) e na regido andina (Gavidia et al. 2008; Moro & Schantz, 2009).

E. granulosus apresenta variabilidade genética (Figura 3), identificada por

meio de técnicas moleculares. (Eckert & Deplazes, 2004; McManus &Thompson,
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2003). Diferentes linhagens ou genétipos foram identificados, os quais diferem em
caracteristicas biolégicas, tais como a especificidade do hospedeiro intermediario e
patogenicidade. (Thompson & McManus, 2002; Lavikainen et al. 2003). Em seres
humanos foram encontrados oito linhagens: ovelhas (G1 e G2), bufalo (G3) gado
(G5), camelo (G6) e porco (G7), cervideo (G8), ledo (G9). (Thompson & McManus,
2002). Com relagao a sua distribuicdo na América do sul destacam-se as linhagens
G1, G2, G5, G6 e G7 (Eckert & Thompson, 1997; Rosenzvit et al. 1999; Kamenetzky

et al. 2002; Turcekova et al. 2003; Bart et al. 2004).

. High endemicity

Low endemicity -

T —— - —.

= r—— =

el » R -

Figura 3. Distribuicdo mundial e endemicidade das linhagens zoondéticas de Echinococcus
granulosus (modificado Grosso et al. 2012).

E. granulosus apresenta uma distribuicdo mundial e a mais alta prevaléncia é
registrada, nos paises do mediterranio (Wang et al. 2001). Outras areas
hiperendémicas s&o o norte e leste da Africa, América do Sul e Australia (Eckert et

al. 2001).

1.3 Diagnostico, tratamento e controle da hidatidose cistica
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O diagndstico da hidatidose cistica € baseado na identificagdo do cisto
através de técnicas de imagem, principalmente ultra-sonografia, tomografia
computadorizada, radiologia e ressonancia magnética (Pawlowski et al. 2001; Teggi
& DiVico, 2002).

A inespecificidade dos sintomas e dos métodos fisicos disponiveis para a
deteccdo de cistos hidaticos torna complicado o diagndstico clinico da hidatidose
cistica humana uma vez que as fases iniciais da infecgdo sado geralmente
assintomatica e a ultrassonografia abdominal é realizada por razdes clinicas (Eckert
et al. 2004). Assim, apesar de limitagdes associadas a disponibilidade restrita de
antigenos melhor caracterizados, os métodos imunoldgicos ainda sao as alternativas
mais eficientes para a detec¢do da infecgdo pelo estagio larval (Siracusano et al.
2008). Entre os métodos imunoldgicos realizados destaca-se ELISA e Imunoblot
(Eckert & Deplazes, 2004). O imunodiagnéstico € util ndo apenas no diagnéstico
primario, mas também no monitoriamento de pacientes apds o tratamento cirurgico
ou farmacéutico (Pawlowski et al. 2001).

Foram identificadas e caracterizadas moléculas antigénicas de E. granulosus:
antigeno B (Williams et al. 1971) , antigeno 5 (Capron et al. 1967), ciclofilina (Ortona
et al. 2002), EgA31 (Fu et al., 1999), Eg95 (Lightowlers et al. 1996) and EpC1 (Li et
al. 2003). Dentre elas destaca-se o antigeno B pela sua abundancia e
imunogenicidade, que e a capacidade de induzir uma resposta imune detectavel.

O tratamento da hidatidose € principalmente cirdrgico e quimioterapico.
Atualmente, a terapia mais eficaz no tratamento de individuos com hidatidose cistica
€ a remogao cirurgica do cisto, podendo levar a cura completa da doenga (Morris &
Richards, 1992; Pawlowski et al. 2001). Contudo, o procedimento € delicado, pois a

remocao do cisto intacto € dificil, podendo ocorrer o rompimento do mesmo na
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cavidade abdominal do paciente, o que pode resultar a formagao de inumeros cistos
secundarios. Além disso, a cirurgia pode ser impraticavel em alguns casos,
principalmente em pacientes com multiplos cistos em varios érgaos, ou em regides
inoperaveis, e em pacientes com alto risco cirurgico (Eckert &Deplazes, 2004).
Nestas situacdes, a quimioterapia é a op¢cao mais adequada para o tratamento.
Medidas preventivas empregadas no controle da hidatidose incluem,
principalmente, evitar contato com fezes de canideos, saneamento basico,
tratamentos de caes infectados com anti-helminticos e incineracdo de o6rgaos
infectados (McManus et al. 2003; Torgerson & Budke, 2003). Também a vacinagao
de um ou de ambos hospedeiros pode diminuir, ou até mesmo eliminar, a infecgao
em humanos e animais domésticos. Esforcos tém sido realizados no
desenvolvimento de vacinas, principalmente para os hospedeiros intermediarios

(Zhang &McManus, 2006).

1.4 O antigeno B de Echinococcus granulosus

1.4.1 Caracteristicas gerais

O antigeno B (AgB) € um dos principais componentes antigénico do liquido
hidatico do metacestédeo de Echinococcus granulosus. Em condi¢des redutoras
dissocia-se em 8, 16, 24 e 32 kDa, sugerindo que é composto de multimeros de
subunidades de 8 kDa (Lightowlers et al.1989). O AgB é a principal proteina
encontrada nos produtos de secregao/excregcao do cisto hidatico, (Oriol et al. 1971)
representando 90 % dos antigenos purificados a partir do liquido hidatico (Musiani et
al. 1978). Esta proteina é sintetizada e excretada, tanto pela camada germinativa

como pelo protoescoélices (Sanchez et al.1991).
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O AgB é composto de pelo menos cinco subunidades diferentes de 8 kDa que
sdo codificadas por uma familia multigénica. Foi inicialmente descrita como uma
lipoproteina antigenicamente termoestavel de 120-160 kDa, pois ap6s aquecida a
100 °C, ela mantinha sua antigenicidade em experimentos de imunoeletroforese
(Oriol et al.1971; Oriol& Oriol, 1975).

As anadlises do AgB em SDS-PAGE realizadas por Piantelli et al. (1977),
mostraram que a proteina se dissociava em pelo menos trés subunidades, com
massas moleculares entre 10 e 20 kDa. Porém, mais tarde, através de experimentos
de immunoblotting e imunoprecipitagdo com anticorpos monoclonais, Lightowlers et
al. (1989) mostraram que, na verdade, o AgB se dissocia em subunidades
espacadas de 8 kDa (8, 16, 24 e 32 kDa), todas imunologicamente associadas a
subunidade menor. O fato do AgB se dissociar em bandas multiplas de 8 kDa, com
abundancia relativa diminuindo a medida que aumenta a massa molecular, levou os
autores a sugerirem que o AgB é uma proteina oligomérica compostas de
subunidades de 8 kDa. Finalmente Maddison et al. (1989) identificaram por
imunoblotting, a subunidade menor de 8 kDa de Echinococcus como sendo o
antigeno especifico importante para o diagndstico.

O AgB é semelhante as moléculas pertencentes ao grupo de proteinas ricas
em alfa-hélice (HLBPs-helix rich hydrophobic ligand biding proteins) de outros
cestédeos que sao proteinas oligoméricas abundantes, compostas de subunidades
pequenas (7-11 kDa). A maioria destas sao altamente imunogénicas, sendo bons
candidatos para o imunodiagnéstico (Zarlenga et al. 1994; Saghir et al. 2001; Sako
et al. 2000). A capacidade do AgB de se ligar a compostos hidrofobicos ja foi
demonstrada (Chemale et al. 2005), embora, com diferentes especificidades e

propriedades quando comparada com outros cestdédeos. Estudos anteriores
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demonstraram que o AgB possui, aparentemente, diferentes propriedades de ligagcao
a compostos hidrofébicos quando comparado com HLBPs de outros cestddeos, nao
apresentando capacidade de trocar acidos graxos. Isto indica que o antigeno B néo
esta relacionado aos mecanismos de metabolismos e transporte de moléculas
hidrofébicas, mas pode estar envolvido na detoxificacdo de xenobidticos, através do
sequestro destes compostos, como por exemplo, os anti-helminticos presentes no
liquido hidatico (Barrett et al., 1997; Saghir et al., 2000 ; Chemale et al 2005).

A sobrevivéncia do parasito no tecido do hospedeiro requer adaptacdes
metabdlicas no microambiente do hospedeiro, e mecanismos eficazes de evasao
sao necessarios para combater a resposta imune do hospedeiro. A presenca de
grandes quantidades de AgB no liquido hidatico sugere um papel fundamental desta
molécula para a sobrevivéncia do parasito.

O papel do antigeno B na biologia do parasito ndo estd completamente
elucidado. Parece desempenhar importantes fungdes, por ser altamente
imunogénico em infecgdes humanas (Rott et al. 2000), possuir um elevado valor
diagndstico e apresentar-se imunodominante no liquido hidatico (Maddison et al.
1989). Estes dados sugerem que o AgB pode estar envolvido na modulagdo da
resposta imune do hospedeiro, e desempenhar um papel importante na interagao
parasito-hospedeiro.

O AgB tem sido relatado como um inibidor de protease, que inibe a
quimiotaxia de neutrdfilos (Shepherd et al. 1991), induz uma resposta celular do tipo
Th2, menos eficiente na eliminagdo do parasito, sugerindo-se um papel
imunomodulador por influenciar o perfil de citocinas Th1/Th2, auxiliando assim, na
sobrevivéncia e evolugao do parasito (Rigano et al. 2001; Siracusano et al. 2008) . O

AgB parece também induzir a apoptose de células do sistema imune em pacientes
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com doenga ativa e possui capacidade de ligacdo a lipideos, sugerindo seu
envolvimento em mecanismos de detoxificagdo de xenobidticos. (Rigano et al. 2002;
Chemale et al. 2005; Virginio et al. 2007).

O antigeno B é uma proteina altamente imunogénica e é considerado o
antigeno mais especifico de E. granulosus utilizado no diagndstico soroldgico.
(Zhang et al. 2003; Siracusano et al. 2004; Carmena et al. 2006). O uso do AgB
parcialmente purificado foi inicialmente avaliado no diagnéstico sorolégico de
humanos, que mostrou que os anticopos do antigeno B reagem com antigenos do
liquido hidatico (Williams et al. 1971). Inicialmente, a subunidade de baixo peso
molecular do AgB foi analisada por Western blotting, sendo 12 kDa o tamanho
molecular estimado, e foi considerado como antigeno espécie especifico para o
diagndstico soroldgico da CE (Shepherd & McManus, 1987).

Posteriormente, foi demonstrado que essas subunidades de baixo peso
molecular eram especificas de E. granulosus (Lightowlers et al. 1989). Mais tarde
essas subunidades foram identificadas como sendo de 8 kDa (Maddison et al. 1989;
Lightowlers & Gottstein, 1995). Sugeriram que o antigeno de baixo peso molecular é
o componente antigénico de 8 kDa do liquido hidatico, todos representando o
componente da subunidade menor do AgB, que pode ser reconhecida em mais de
80 % dos soros de pacientes com CE (Zhang et al. 2003) (Li et al. 2003, Zhang ,
2003).

A detecgao por Imunoblotting da subunidade menor de 8 kDa mostrou ser a
mais confidavel em estudos diagnésticos (Ortona et al. 2000). Até agora, somente
EgAgB1 e EgAgB2 foram expressas como proteinas recombinantes e utilizadas no
imunodiagnostico. EgAgB2 mostrou melhores caracteristicas em termos de

eficiéncia diagndstica, significativamente superior ao AgB nativo (Virginio et al.
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2003). Observou-se uma resposta imunoldgica do tipo IgG4 tanto para AgB
recombinante como nativo, em soro de pacientes com CE, sugerindo que este pode
ser o isotipo que liga-se a subunidade de AgB a ser avaliado em testes sorologicos
(loppolo et al. 1996; McVie et al. 1997; Shambesh et al. 1997; Rigano et al. 2002;
Virginio et al. 2003). A avaliagdo do potencial das subunidades recombinantes
EgAgB/3, EgAgB/4 e EgAgB/5 para o imunodiagndstico em soro de pacientes com

CE é tarefa promissora que devera ser realizada no futuro.

1.4.2 A estrutura genémica do AgB

A primeira sequéncia nucleotidica relacionada ao antigeno B a ser isolada foi
um cDNA parcial codificando a por¢cédo C-terminal de uma subunidade de 8 kDa do
AgB (Shepherd et al. 1991). A sequéncia completa foi caracterizada por Frosch et al
. (1994) que encontraram variagbes de nucleotideos em posi¢cdes conservadas
quando diferentes isolados foram analisados, indicando que este gene € polimérfico.
Fernandez et al. (1996) descreveram um adicional cDNA que codifica uma outra
subunidade de 8 kDa do AgB conhecida como EgAgB8/2 mostrando 37,9% e 36,9%
de semelhanca ao nivel de nucleotideo e aminoacido, respectivamente, com o
EgAgB8/1. Através de experimentos de imunoblotting e sequenciamento peptidico
revelou-se que ambos os antigenos sdo componentes das subunidades do antigeno
B nativo (Gonzalez et al. 1996). A partir de entdo, a subunidade codificada pela
primeira sequéncia de cDNA isolada passou a ser denominada EgAgB8/1, enquanto,
a segunda foi denominada de EgAgB8/2 (Fernandez et al. 1996). Recentemente,
mais dois clones de cDNA relacionados a subunidades de 8kDa do AgB, EgAgB8/3
e EgAgB8/4, foram isoladas por Chemale et al. (2001) e Arend et al. (2004),

respectivamente.
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Todos os genes codificadores do AgB8 (EgAgB) tem sido caracterizados
(Shepherd et al. 1991; Frosch et al. 1994; Fernandez et al. 1996; Chemale et al.
2001; Rott et al. 2000; Arend et al. 2004; Haag et al. 2004, 2006a,b; Mamuti et al.
2007, Kamenetzky et al. 2005). Eles possuem caracteristicas estruturais comuns, e
estdo localizados em cinco l6cus génicos (EgAgB1-EgAgB5): EgAgB/1 (Shepherd et
al. 1991), EgAgB/2 (Fernandez et al. 1996), EgAgB/3 (Chemale et al. 2001),
EgAgB/4 (Arend et al. 2004) e EgAgB/5 (Haag et al. 2004), agrupados
filogeneticamente em dois grupos principais EgAgB1/B3/B5 e EgAgB2/B4. Uma
analise filogenética mais recente falhou em discriminar as isoformas EgAgB3 e
EgAgB5 (Haag et al. 2006b). Um elevado grau de polimorfismos tem sido
demonstrado (Arend et al. 2004; Hagg et al. 2004). As putativas isoformas
codificadas pelos cinco genes EgAgB diferem 44-81% na sequéncia de
aminoacidos. A variabilidade das sequéncias dos genes EgAgB é considerado como
genes EgAgB pertecentes a familia de genes de contigéncia, podendo beneficiar os
mecanismos de evasao da resposta imune do parasita. Assim a mudanca de uma
isoforma para outra tem sido proposto como um novo mecanismo da evasao da
resposta imune na interagao parasito-hospedeiro (Haag et al., 2004; Rigano et al.
2007).

Todos o0s genes que codificam as subunidades do antigeno B (EgAgB)
possuem uma estrutura semelhante, com um intron flanqueado por dois éxons (
Monteiro et al. 2008). Cada gene consiste de um pequeno éxon na regiao 5’ (47-
59pb), um intron ( 67-164pb), e um éxon na regiao 3’ (199-214pb). O primeiro éxon
codifica um peptideo sinal responsavel pela secre¢cao da subunidade e o segundo
éxon codifica o polipetideo maduro (65-70 aa de comprimento) (Fernandez et al.

1996; Chemale et al. 2001; Haag et al. 2006a,b). Analises preliminares das regides
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5'UTR de alguns genes EgAgB resultou na identificacdo de elementos conservados
e numero variaveis de repeticbes GT na regides promotoras dos diferentes genes

(Haag et al. 2006a).

1.4.3 Subunidades do AgB

A organizagao oligomérica do AgB foi investigada por Gonzalez et al. (1996)
que analisou a composicdo da subunidade do AgB no liquido hidatico pela
comparacgao da sequéncia de peptideos tripticos isolados da subunidade 8, 16 e 24
kDa do AgB nativo com a subunidade monomérica de 8 kDa. O sequenciamento de
peptideos ftripticos derivados das bandas do AgB, resolvidas em SDS-PAGE,
mostrou que as subunidades AgB8/1 e AgB8/2 fazem parte dos componentes de 8,
16 e 24 kDa do AgB . Estes resultados demonstraram que a subunidade menor do
AgB é composta por no minimo duas proteinas diferentes, as quais estdo envolvidas
na formacado dos multimeros observados em condi¢cbes desnaturantes. Porém, nao
foi determinado se estes multimeros possuem natureza homo ou hetero-oligomérica.
Posteriormente, foi possivel correlacionar estes peptideos com a sequéncia
deduzida de aminoacidos da subunidade AgB8/4, demonstrando que esta proteina
também esta envolvida na formagdo da estrutura oligomérica do AgB. Nenhuma
sequéncia de aminoacidos entre os peptideos tripticos péde ser correlacionada com
a subunidade AgB8/3, sugerindo que estes genes ndo sejam sempre expressos,
sejam seletivamente expressos em alguma fase especifica do desenvolvimento do
parasita ou, talvez, somente em algumas espécies de hospedeiros (Mamuti et al.
2006).

As subunidades do antigeno B podem apresentar padrédo de expressao

diferencial dentro dos individuos (Haag, 2004) ou ao longo do desenvolvimento do
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parasito (Mamuti et al. 2006 ; Zhang et al. 2010). Diferentes subunidades de 8 kDa
possuem distintas propriedades fisico-quimicas (Monteiro et al. 2007), imunoldgica
(Virginio et al. 2003) e de ligacao a lipideos (Chemale et al. 2005). A composic¢ao e
a abundancia das subunidades do antigeno B podem determinar estados
oligoméricos, interagdes bioquimicas e papeis biolégicos distintos, sendo assim

necessario caracterizar o estado oligomérico formado por estas subunidades.

1.4.4 Estrutura do AgB

O AgB tem sido a proteina mais estudada de E. granulosus do ponto de vista
imunoldgico e no diagnostico de infecgcdes humanas (McVie et al. 1997; Gonzalez-
Sapienza et al. 2000; Ortona et al. 2000; Rott et al. 2000; Virginio et al. 2003;
Lorenzo et al. 2005). Entretanto, pouco se sabe sobre a estrutura oligomérica e a
composicdo das subunidades. As subunidades individuais do AgB8 foram
reconhecidas como constituintes monoméricos ha quase 20 anos atras (Lightowlers
et al. 1989). Entretanto, poucos tém sidos os avangos na caracterizagdo estrutural
das subunidades individuais, principalmente devido as dificuldades experimentais na
purificacdo das subunidades AgB8, devido a sua heterogeneidade e a natureza
agregadora das subunidades (Gonzalez et al. 1996). Quando as subunidades
recombinantes do AgB8 tornaram-se disponiveis, esperava-se que seria uma fonte
de puros mondmeros soluveis, os quais poderiam ser utilizados para caracterizar
estruturalmente as subunidades individuais. Entretanto, ao contrario do esperado a
rAgB8 n&o se apresenta em forma monomérica em solugdo, mas sim em forma de
oligbmeros, mostrando distintas populagdes de 160, 240 e 320 kDa (Oriol et al.
1971; Monteiro et al. 2007), que sdo semelhantes ao AgB nativo purificado.

Resultados de estudos anteriores do nosso grupo validaram os oligbmeros
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recombinantes como um modelo adequado para estudar tanto aspectos estruturais
como funcionais do AgB. A utilizacdo das subunidades recombinantes sédo uma
importante alternativa para abordagens experimentais em que ndo podem ser
utilizados o AgB nativo. Isto € extremamente importante visto que amostras de AgB
purificadas de diferentes cistos sdo extremamente heterogéneas (Monteiro et al.

2008).

Com relagdo aos aspectos estruturais do AgB, pouco se sabe a respeito. A
massa do oligbmero estimada foi de 120-160 kDa composto aproximadamente de
10-12 subunidades de AgB8 ,cada uma com 8 kDa. Entretanto, ndo se sabe como
essas subunidades interagem dentro do oligbmero. Nao se sabe como o oligdmero
esta estruturalmente organizado, embora ja tenha sido demonstrado que a interagéo
entre as subunidades s&o estaveis (Oriol & Oriol, 1975; Lightowlers et al. 1989;
Gonzalez et al. 1996). Contudo pouco se sabe a respeito da forcas que estdo
envolvidas nessas interacoes.

As interacbes covalentes do tipo ponte de dissulfeto, que ocorre entre
residuos de cisteinas contidos nas subunidades, parecem estar envolvidas, mas nao
sao exclusivamente as unicas forcas envolvidas, visto que mesmo sem os residuos
de cisteina, foi observado oligomerizagédo das subunidades. Além disso, interagdes
nao—covalentes mediadas pelas superficies polares e apolares das subunidades
também ajudam a manter a organizagao oligomérica das subunidades. Embora os
homo-oligdmeros recombinantes tenham caracteristicas similares ao AgB nativo, a
estrutura oligomérica € completamente desfeita sob condi¢des redutoras, indicando
que as subunidades recombinantes sdo associadas nao-covalentemente (Monteiro
et al. 2007). Isso sugere que modificagdes poOs-traducionais possam estar envolvidas

na estabilizagdo da estrutura oligomérica.
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Os residuos de cisteinas podem contribuir para uma maior estabilidade do
oligbmero formado pelas subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3. Isto foi avaliado
verificando-se o efeito do agente redutor [-mercaptoetanol na estabilidade dos
oligbmeros recombinantes. O agente redutor ndo teve efeito na dissociacédo do
oligbmero rAgB8/1. Isto é explicado pois esta subunidade nao possui residuos de
cisteina enquanto rAgB8/2 e rAgB8/3 exibiram uma significativa dissociagdo na
presenca do agente redutor, explicado por ambas as subunidades possuirem
residuos de cisteinas. Assim estas duas ultimas subunidades apresentam uma
maior estabilidade por possuirem ligagées covalentes do tipo dissulfeto (Monteiro et
al., 2012).

Nosso laboratério, em colaboragédo com outros grupos, ja clonou e expressou
as sequéncias de cDNA que codificam toda a porgao do polipeptideo maduro de
cinco subunidades de AgB8 denominadas AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/3, AgB8/4 e
AgB8/5 (Fernandez et al. 1996; Rott et al. 2000; Chemale et al. 2001).

Monteiro et al., (2007) demonstraram que os homo-oligbmeros rAgB8/1,
rAgB8/2 e rAgB8/3 possuem capacidade auto-agregativa e propriedades fisico-
quimicas similares ao AgB nativo, o que torna o uso de proteinas recombinantes
para estudos estruturais do AgB uma estratégia adequada para superar problemas

associados a caracterizagao do AgB nativo.
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2. Justificativa e Objetivos

Embora exista um importante progresso na caracterizagdo do AgB através da
clonagem dos genes, pouco se sabe acerca da estrutura dessa proteina. Mesmo
com o isolamento de genes que codificam as diferentes subunidades do AgB, néo
existe nenhuma evidéncia experimental da interacdo entre essas subunidades na
formagao de uma possivel estrutura hetero-oligomérica do AgB.

Nosso laboratério ja clonou e expressou em E. coli cinco cDNAs que
codificam subunidades do AgB, AgB8/1 (Rott et al.,2000), AgB8/2 (Fernandez et
al.,1996), AgB8/3 (Chemale et al., 2001), rAgB8/4 e rAgB8/5 (Silva, resultados nao
publicados). Um trabalho recente realizado em nosso laboratério por Monteiro et al.
(2007) demonstrou que as subunidades recombinantes do AgB, rAgB8/1, rAgB8/2 e
rAgB8/3, sdo capazes de formar homo-oligbmeros com caracteristicas estruturais
semelhantes as da proteina purificada de liquido hidatico. Isto demonstra que
subunidades recombinantes de 8 kDa, individualmente analisadas, sdo capazes de
se agregar nao-covalentemente em solugcdo formando homo-oligdmeros de massa
molecular maior, dentro da faixa esperada de 120-160 kDa do AgB nativo purificado.
Entretanto neste trabalho n&o foi testada a hetero-oligomerizagdo das subunidades
recombinantes do AgB, visto que as proteinas recombinantes purificadas foram
obtidas ja sob a forma de homo-oligbmeros, ndo sendo possivel a mistura destas
subunidades para este fim. Dando continuidade a este trabalho o préximo passo
seria demonstrar a hetero-oligomerizagdo das subunidades recombinantes do AgB
através de experimentos de co-expressao, necessarios para testar a interagao entre
diferentes subunidades na formacdo de uma estrutura hetero-oligomérica. Estas

informacdes poderao auxiliar para o melhor entendimento do papel desempenhado
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pelo antigeno B durante a interag&o parasito-hospedeiro e ainda ajudar nos avangos

para o imunodiagndstico e abordagens terapéuticas da hidatidose cistica.

Objetivo Geral:

Analisar a possivel formacgao de hetero-oligbmeros das subunidades recombinantes

rAgB8/2 e rAgB8/3 através de experimentos de co-expressao.

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

a) Co-expressar as subunidades recombinantes AgB8/2 e AgB8/3 do AgB de
Echinococcus granulosus em E. coli;

b) Verificar a capacidade de hetero-oligomerizagdo das subunidades
recombinantes AgB8/2 e AgB8/3 do AgB de Echinococcus granulosus em E.
coli;

c) Realizar estudos de oligomerizagao das subunidades recombinantes AgB8/2
e AgB8/3 co-expressas.

d) Avaliar o potencial de oligomerizagao das subunidades recombinantes AgB8/2

e AgB8/3 co-expressas.
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3. Materiais e métodos

3.1 Amplificacdo da sequéncia codificadora

As sequéncias codificadoras das proteinas AgB8/2 e AgB8/3 foram
amplificadas por PCR a partir das sequéncias EgB8/2 e EgB8/3 previamente
clonadas no vetor pGEX4T-2, utilizando os iniciadores especificos projetados no
Software Vector NTI. Na tabela 1 estdo descritos os iniciadores especificos para as
sequéncias codificadoras EgB8/2 e EgB8/3. Todos iniciadores incluiam nucleotideos

de homologia com o vetor de expressdo nas suas extremidades 5’.

A PCR foi otimizada nas seguintes condicbes para as duas sequéncias
EgB8/2 e EgB8/3: Uma desnaturagao inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos seguidos de
desnaturagao a 94°C por 60 seg, anelamento a 63°C por 45 seg e extensao a 72°C
por 60 seg respectivamente. E uma extensao final a 72°C por 10 min. Apds os
amplicons foram purificados com PCR DNA and Cel Band Purification Kit ®

(Amershan Biosciences), utilizados para a clonagem em pCDF-Duet.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para a amplificacao das sequéncias codificadoras EgB8/2 e
EgB8/3.

Sequéncia Sequéncias nucleotidicas dos iniciadores * Tamanho
codificadora esperado do
. fragmento
amplificada amplificado
(pb)
EgB8/2 D
5’ggcagcagccatcaccatcatcaccacagccaggatAAAGATGAGCCAAAAG | 226 pb
CACA3'
R
5'acgattactttctgttcgacttaagcattatgcggcCCCGACGCATGACTTACT
3!
EgB8/3 D

5'tatattagttaagtataagaaggagatatacatatgGATGATGATGATGATGAA
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GTGAC -3'

R 264 pb
5'catgtgctggcegticaaatticgcagcageggtitcGTAGATGGTTTATTGAGC
AA3Z'

* (D) Iniciador direto; (R) iniciador reverso. As sequéncias nucleotidicas do vetor sdo
apresentadas em letras minusculas, enquanto, as sequéncias nucleotidicas especificas as
sequéncias-alvo sdo apresentadas em letras maiusculas.

3.2 Sistema de expressao, Preparacéo do Vetor e Clonagem

O vetor de expresséo utilizado foi o vetor pCDF-Duet (Novagen), que contém
duas regides com multiplos sitios de clonagem (MCS1 e MCS2). Este vetor
possibilita que uma subunidade seja expressa com cauda de histidina, enquanto
outra é expressa sem tag. O marcador de resisténcia a antibidtico utilizado foi
estreptomicina na concentracdo de 50ug/ml conforme descrito pelo manual do
fabricante. Primeiramente o vetor foi purificado utilizando-se o Quiagen Plasmid Maxi
Kit ®. Em seguida o vetor foi linearizado por clivagem com a enzima de restrigdo Sall
(Promega) na qual, cliva o MCS1 e posteriormente defosforilado com a enzima
Shrimp Alkaline Phosphatase ( SAP USB R). Todas as etapas de preparo do vetor
foram analisadas em gel de agarose 0,8%.

As clonagens das sequéncias codificadoras da EgB8/2 e EgB8/3 foram
realizadas através do método de recombinacdo homdloga in vivo com algumas
modificagdes (Parrish et al. 2004). Para a clonagem no pCDF-Duet, foram utilizadas
as células de E. coli DH5a. As células bacterianas foram transformadas com 50 ng
de vetor linearizado e 50 ng dos produtos de PCR a serem clonados, em 25 uL de
tampao KCM 2X (200 mM KCI, 60 mM CaCl,, 100 mM MgCl,) incubadas em gelo

por 10 min. Apds o choque térmico, as células foram incubadas em 500 uL de meio
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Luria Bertani (LB) a 37°C por 3 h. Apés é feita uma etapa de centrifugacédo a 2.500
RPM deixando-se aproximadamente 100 pL do sobrenadante para a ressuspensao
do pellet de células, que sao espalhadas em meio LB sélido contendo estreptomicina
a 50ug/mL. A identificagcado dos plasmideos recombinantes foi realizada por PCR de
colbnia utilizando os iniciadores especificos do vetor pCDF-Duet para a sequéncia
clonada no sitio 1 (MCS1), os iniciadores Direto ACYCDuetUP1, e Reverso
DuetDOWN1 e para a sequéncia clonada no segundo sitio (MCS2) os iniciadores
direto DuetUP2, e Reverso Terminador T7. A extragdo de DNA plasmidial foi

realizada por lise alcalina (Sambrook & Russel 2001).

Apos a clonagem da sequéncia EgB8/2 no MCS1 do vetor (pCDF-Duet-
EgB8/2) foi feita a purificagcdo do DNA plasmidial utilizando-se Quiagen Plasmid Midi
Kit ®, com o protocolo de extragdo para plasmideos de baixa copia Quiagen tip-100.
Em seguida, o plasmideo foi linearizado por clivagem com a enzima de restrigao
Xhol (Invitrogen), na qual, cliva o MCS2 e posteriormente defosforilado com a
enzima SAP. Apds o preparo do vetor , como descrito previamente para a sequéncia
EgB8/2, foi feita a clonagem subsequente da sequéncia EgB8/3 no MCS2 (pCDF-
Duet-EgB8/2-EgB8/3). A identificacdo do plasmideo recombinante por PCR de
colénia e a extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina foram realizadas como

descrito anteriormente.

3.3 Andlise eletroforética de DNA em géis de agarose

As amostras de DNA plasmidial e da sequéncia codificante foram analisadas
por eletroforese em gel de agarose 0,8% e 1,2%, respectivamente, com tampéo TBE
1X (89 mM Tris-HCI; 89 mM de acido bdrico e 2,5 mM EDTA, pH 8,3) corado com

GelRed (Biotium) em um sistema de cubas de eletroforese horizontal (Life
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Technologies ™ Gibco BRL). As bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV)
e fotodocumentadas em equipamento Gel Doc XR (Bio-Rad). O marcador de
tamanho molecular utilizado foi o plasmideo pUC 18 clivado com a enzima Hinfl,

gerando fragmentos de 1412, 517, 396, 221, 75 e 65 pb.

3.4 Sequenciamento do cDNA

As regides codificadoras de EgB8/2 e EgB8/3 dos clones utilizados para
posterior expressdo foram sequenciadas utilizando-se o kit Dyenamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences) na plataforma MegaBACE

1000, conforme manual do fabricante.
3.5 Expresséo e Purificagdo da Proteina Recombinante

Os plasmideos recombinantes obtidos da clonagem em pCDF-Duet foram
introduzidos na cepa de E. coli BL21(DE3) Codon Plus RIL utilizando o
eletroporador Bio-Rad Gene Pulser x Cell. A Cubeta utilizada foi a E. coli Pulser R
Cuvette de 1 mm e a amostra, submetidaa 2,5 KV.

Uma colbnia isolada da bactéria contendo o plasmideo recombinante foi pré-
inoculado em meio Circlegrow (MP Biomedicals) e no proximo dia dilui-se esta
subcultura 1:100, e foi incubada até que atingisse uma densidade optica de 0,8 em
600nm (ODsggp). Primeiramente foi realizada a padronizagado da indug&o da proteina
rAgB8/2 e apos rAgB8/2 e rAgB/83 co-expressas em relagdo a concentragéo ideal
IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo) (0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM) e tempo de
indugao (3h e 16hs) visando obter as melhores condigdes de indugdo. Apds 3 h de
indugdo, a amostra foi centrifugada a 5000 RPM a 4 °C e resuspendida com o

tampao de ligacado ( 100 mM HEPES, 10 mM imidazol pH 7,5) na diluicdo 1: 10.
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A expressao da proteina recombinante AgB8/2 e AgB8/2 co-expressa com
AgB/83 foram realizadas em meio CG e induzida com IPTG na concentragao final
de 0,1 mM, por 3 h a 37°C. Apds esse tempo de cultivo, as bactérias foram
recolhidas por centrifugagéo, ressuspensas e submetida a sonicagdo no sonicador
(sonics & materials vibra cell™) em banho de gelo, por 5 ciclos de 30s, e
centrifugados a 10.000 RPM por 30min para a separagao das fragcdes soluvel e
insoluvel. Para teste de solubilidade, também foi realizado a incubacdo do
sobrenadante apds a sonicagao com Triton 1% a temperatura ambiente em agitador
horizontal por 30 min. A expressao e a solubilidade das proteinas recombinantes
foram avaliadas por SDS-PAGE 12%.

A purificacado das subunidades recombinantes foi feita utilizando-se a resina
de Niquel HisLink™ Protein Purification Resin (Promega). Primeiramente foi feito um
teste de ligacdo na resina para a proteina rAgB8/2, subunidade que foi expressa
com a cauda de histidina. O teste foi feito a partir da expressédo de 50 mL de cultura
contendo o clone pCDF-Duet-EgB8/2 utilizando 0,1mM de IPTG. Ap6és 3 h de
inducgao foi feita uma centrifugagao a 5000 RPM a 4°C e ressuspendeu-se em 5 mL
do tampao de ligagado (100 mM HEPES, 10 mM de imidazol pH 7,5 ). Em seguida foi
feita a sonicacdo conforme descricdo anterior, centrifugacdo para a separagao da
fracao soluvel e insoluvel e por fim, a incubacao da fracdo soluvel da proteina com a
resina no agitador horizontal a temperatura ambiente por 1 h. Depois de
demonstrada sua capacidade de ligagéao, foi realizado a expresséo do clone pCDF-
Duet-EgB8/2-EgB8/3. A partir de 250mL de cultura apds a expressao, foi realizado
um teste de ligagcdo na resina para as duas proteinas co-expressas, rAgB8/2 e

rAgB8/3, semelhante ao anterior. Antes da purificagdo propriamente dita, também foi

realizada um teste de eluicdo da proteina rAgB8/2 e rAgB8/3 co-expressa. Neste
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teste foi feita a padronizacdo da concentracdo ideal de imidazol (SERVA
Electrophoresis =) minima necessaria para a eluicdo das proteinas de forma
eficiente, utilizando as seguintes concentragées: (25 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM,
250 mM, 500 mM e 750 mM). Depois destas etapas de padronizacdo, foi feita a
purificacdo das proteinas rAgB8/2 e rAgB83 co-expressas obtidas a partir de 1 L de
cultura. Foram utilizados 2 mL de resina niquel para as proteinas resultantes de 1 L
de cultura de bactérias. As fragcdes soluveis foram incubadas com a resina de niquel
para a purificacdo das proteinas recombinantes. Para a purificacdo foram utilizados
0s seguintes reagentes: (tampao de ligagao 100 mM HEPES, 10 mM de imidazol pH
7,5; tampéao de lavagem 100 mM HEPES, 50 mM de imidazol pH 7,5 e tampao de
eluicdo 100 mM HESPES, 750 mM de imidazol pH 7,5). Optou-se por usar 750 mM
de imidazol, pois purificamos 1L de cultura, e a padronizag¢ao foi feita com 250 mL
de cultura. Apds a eluicdo das proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 co-expressas, estas
foram dialisadas contra PBS 1X em uma membrana de celulose regenerada de 12-
14 Da MWCO (Fisherbrand Dialysis Tubing Fisher Scientific) para possibilitar a troca
do tampéo de ligagdo para PBS 1X. As proteinas co-expressas foram quantificadas
através do sistema Qubit (Quant-iT Protein Assay Kit, Invitrogen) e armazenadas a —

20 °C. Todas estas etapas foram avaliadas por SDS-PAGE 12 e 15 %.

3.6 Analise eletroforética de proteinas em gel de poliacrilamida SDS

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 12 e
15% em presenca de SDS (SDS-PAGE). As eletroforeses foram realizadas em um
sistema de cubas verticais (Bio-Rad), em tampao Tris-HCI/Glicina/SDS (25 mM de
Tris-HCI; 250 mM glicina; 0,1 % SDS pH 8,3), com voltagem de 100 V por

aproximadamente 2 h.
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A preparacdo das amostras foi realizada pela a adigdao de 0,5 volume de
tampao de amostra 4 vezes concentrado, contendo (200mM de Tris-HCI pH6,8; 8%
SDS; 0,4% de azul de bromofenol e 40 % de glicerol). Antes do uso foi adicionado
100 mM de DTT, para a eletroforese em condicdes redutoras. As amostras foram
fervidas a 100°C, por 5 min, antes da aplicagdo em gel para a desnaturagédo das

amostras proteicas.

As estimativas de massa molecular das proteinas foram feitas por
comparagdo com a migracdo das proteinas do Broad Range Protein Molecular
Weight Marker (10-225 kDa Promega) que foram aplicadas nos géis. Apos a
migragéao eletroforética das proteinas, a visualizagao foi feita pela coloragao dos géis
em solugcdo de Coomassie R-250 (1% de Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% de
acido acético e 50% de metanol) por 20 min a 65 °C em banho-maria. A
descoloragdo do gel foi feita com acido acético 10% a 65 °C em banho-maria.
Alguns geis foram corados com Coomassie G-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250
0,05%, acido ortofosforico 2%, sulfato de amonio 10% e metanol 20%), por 16 horas

e 0 excesso de corante foi removido por repetidas lavagens com agua miliQ.

3.7 Imunoblot

A confirmagao da interagao entre as subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3 foi feita
por imunoblot. As proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 foram separada por SDS-PAGE.
Apoés a separacao foi feita a transferéncia para membrana de nitrocelulose (Hybond
™_ ECL ™ Amersham Biosciences) em um sistema de transferéncia imido (Biorad)
a 70V por 1 h e 30 min . A eficiéncia da transferéncia foi verificada por coloragao da
membrana com Ponceau S de acordo com Sambrook & Russel 2001. Apds a
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi lavada com PBS 1X (137 mM NaCl,

2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4 e 2 mM KH,PO,) e depois foi bloqueada com 5% de
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leite desnatado em solugao de PBS 1X por 16h na geladeira. No outro dia procedeu-
se as lavagens com PBS-T (PBS 1X contendo 0,1% Tween-20). Foram feitas (3
lavagens de 5 min cada e a 4 lavagem de 15 min). Todas essas etapas foram feitas
a temperatura ambiente. Como anticorpo primario foi utilizado antisoro especifico
contra a proteina recombinante rAgB8/3 produzido por Monteiro et al (2007). Para a
rAgB8/2 utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-pentahistidina monoclonal (Molecular
Probes®Products). As membranas foram incubadas com anticorpos primarios por 1 h
e 30 min. Para a deteccdo dos complexos anticorpo primarios-antigenos, foram
utilizados um conjugado peroxidase-anti-lgG de coelho (ECL™ GE Healthcare) e
anti-IgG de camundongo (Sigma-Aldrich ®) respectivamente. Ambos foram diluidos
1:8000 em solugdo bloqueadora 5% por 1 h. Os blots foram revelados com o
reagente de detecgdo ECL (GE Healthcare) e a quimioluminescéncia foi detectada

usando o sistema de imagem VersaDoc (Bio-Rad).

3.8 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida em condi¢cdes nativas

A separacao eletroforética da proteina recombinante rAgB8/2 e rAgB8/3 em
condigdes nativas foi realizada pelo sistema NATIVE PAGE Novex Bis-Tris (Life

Technologies).

Esta técnica baseia-se no fato que o reagente Coomassie G-250 liga-se as
proteinas, conferindo uma carga liquida negativa as mesmas, mas preservando o
estado nativo das proteinas. Este reagente esta presente no tampao catidnico e
fornece um fluxo continuo de G-250 para o gel e também sao adicionadas as

amostras que contém um detergente nao idnico.



32

O gel Bis-Tricina utilizado foi de 4-16% da concentragédo de acrilamida. O
tampao de amostra utilizado continha: (Tamp&o Bis Tris pH 7,2, NaCl, glicerol e
Ponceau S). Para a migragao eletroforética foi utilizado o tampao catiénico que
contém (0,02% G-250) preparados conforme as normas do fabricante. Apéds, a
voltagem foi ligada a 150V por 120 min. Esta técnica € adequada para analisar

proteinas co-expressas nativas, estimando-se a massa molecular da proteina nativa.

3.9 Ensaio de Cross-linking

O ensaio foi realizado utilizando-se 90 uL das proteinas recombinantes co-
expressas (rAgB8/2 e rAgB8/3) em PBS a 1,10 mg/mL com 0,1 % de glutaraldeido
(v/v) a temperatura ambiente. Aliquotas de 10uL foram retiradas em diferentes
tempos (30 s, 1min, 5min, 10 min, 20 min, 30 min, 45min, e 60min) e a reagao foi
bloqueada com a adicdo de tampao de amostra SDS e fervura por 5 min. Os
produtos de cross-linking foram analisados em presengca de DTT em gel de

poliacrilamida SDS-PAGE 15%.

3.9.1 Confirmacdo da interacdo entre as proteinas recombinantes rAgB8/2 e

rAgB8/3 por Espectrometria de Massas

Para a confirmagédo da formagao de hetero-oligbmeros foi feita a analise por
espectrometria de massas (ESI-QUAD-TOF MS/MS) na Unidade de Quimica de
Proteinas e Espectrometria de Massas (Uniprote-MS) do Centro de Biotecnologia.
Primeiramente foi realizada uma eletroforese unidimensional em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE). Apds a migragéo a 100V, o gel foi corado por 16 horas
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com o reagente coomassie G-250 e descorado com agua milliQ. Apds, as proteinas
foram excisadas manualmente do gel, digeridas com tripsina (Trypsin Gold, Mass

Spectrometry Grade, Promega) como descrito por Shevchenko et al. (1996).

As analises das proteinas recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 foram feitas em
triplicada, excisando-se as duas proteinas juntas, separadas e a fragéo
sobrenadante apds a sonicagdo. Os microtubos contendo os peptideos foram
levados até o laboratério Uniprote-Ms no Centro de Biotecnologia, UFRGS. Os
peptideos foram solubilizados em 10 yL de acido férmico 10% e transferidos para

vials especificos para a realizagcao das analises.

Todos os dados do MS/MS foram pesquisados em banco de dados usando o
software MASCOT com os seguintes paradmetros: modificacao fixa; alquilacdo da
carbamidometil (C) das cisteinas, modificagdes variaveis; oxidacdo da metionina (M),
valores de massa monoisotopicos, tolerancia da massa do peptideo desvio padrao

0,1 Da, tolerancia da massa do fragmento 0,1 Da e carga do peptideo (2+, 3+ e 4+).
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4. Resultados

4.1Clonagem das sequéncias codificadoras da EgB8/2 e EgB8/3

Com o intuito de saber se a subunidades recombinantes AgB8/2 e AgB8/3 de
E. granulosus formam homo-oligbmeros ou hetero-oligbmeros foram realizados
experimentos de co-expressdo dessas subunidades. Inicialmente, as sequéncias
codificadoras correspondentes foram amplificadas por PCR (Figura 4) usando
iniciadores projetados a partir das sequéncias codificadoras de rAgB8/2 (U15001) e
rAgB83 (AF362442). Nosso laboratorio ja clonou a sequéncia de cDNA que codifica
a porgao madura do polipeptideo dessas subunidades: AgB8/2 (Fernandez et al.
1996) e AgB8/3 (Chemale et al. 2001) que serviu como molde para a reacao de
PCR. A figura 4 mostra a amplificacdo da sequéncia EgB8/2 e EgB8/3,
respectivamente, utilizando como molde EgB8/2 e EgB8/3 previamente clonado no
vetor pGEX4T-2. Os produtos de PCR observados tinham o tamanho esperado.
Estes fragmentos foram analisados em gel de agarose 1,2 %, purificados e utilizados

para a clonagem em pCDF-Duet.
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Figura 4. Produtos da amplificagdo das sequéncias codificadoras da EgB8/2 e EgB8/3. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,2%. (A) 1, 2, 3, 4 e 5:
produtos de PCR contendo a sequéncia codificadora EgB8/2 (226 pb); 6: Controle Negativo C . (B)
7,8,9, 10 e 11: produtos de PCR, utilizando como molde EgB8/3 (264 pb); 12: Controle Negativo C
; M: marcador de tamanho molecular, em pb.

Apos a amplificacdo das sequéncias codificadoras, o vetor foi preparado
conforme demonstrado na figura 5. O vetor de expressao pCDF-Duet (Figura 5 A),
contém dois sitios multiplos de clonagem (MCS1 e MCS2). O vetor de expresséo foi
linearizado para a clonagem da sequéncia codificadora EgB8/2 no MCS1 (Figura 5
B). Ap6s a clonagem por recombinacdo homologa o clone foi extraido e purificado
(Figura 5 C) para a posterior clivagem do seu segundo sitio MCS2 para a clonagem
da sequéncia codificadora EgB8/3 (Figura 5 D). Apds, procedeu-se a extragdo do

clone contendo as duas sequéncias codificadoras (Figura 5 E).
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Figura 5. Sistema de expresséo e preparo do vetor. (A): Mapa do vetor pCDF-Duet (Novagen). (B,
C, D e E): O preparo do vetor foi analisado em gel de agarose 0,8% (B) I: Vetor integro a 100 ng; L:
Vetor linear a 75 e 100 ng respectivamente clivado no MCS1 com a enzima de restricdo Sall; (C) 1, 2,
3, 4, 5 e 6: extracéo e purificagcdao do DNA plasmidial contendo a sequéncia codificadora EgB8/2; 7:
Marcador pUC 18 clivado com Hinf; 8: Vetor integro; (D): O plasmideo recombinante apds extraido e
purificado, como mostrado em C, foi clivado no MCS2 pela enzima de restricgdo Xhol (invitrogen) I:
Vetor integro; L: Vetor linear pCDF-Duet-EgB8/2 clivado no MCS2; (E): Extragdo do vetor pCDF-Duet-
EgB8/2-EgB8/3.

Os produtos com 226pb (EgB8/2) e 264pb (EgB8/3) foram entédo clonados em
E. coli DH5q, por recombinacido in vivo, do vetor de expressdo pCDF-Duet. As
colénias recombinantes de E. coli DH5a foram identificadas por PCR de colbnias, e
analisadas em gel de agarose 0,8% (Figura 6). Dois clones contendo a CDS da
EgB8/2 (Figura 6 A) e quatro clones contendo a CDS da EgB8/3 foram identificados
(Figura 6 B). Os clones utilizados para posterior expressdo foram confirmados por
sequenciamento. O sequenciamento confirmou a sequéncia codificadora e a

orientagao correta das sequéncias EgB8/2 e EgB8/3.
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Figura 6. ldentificacdo de coldnias recombinantes por PCR na clonagem das sequéncias
codificadoras da EgB8/2 em pCDF-Duet (A) e da EgB8/3 em EgB8/2- pCDF-Duet (B).

As amplificagdes foram realizadas utilizando iniciadores especificos do vetor e os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%. (A) 1, 2 e 3: amplificagao de
um produto de 226pb correspondente ao vetor pCDF-Duet; 4 e 5: correspondem ao plasmideo
recombinante contendo 226pb correspondentes a sequéncia do vetor mais 226pb da sequéncia
codificadora EgB8/2 ( 452 pb); (B) 5, 6, 7 e 8: correspondem a plasmideo recombinante, cada um
contendo 212 pb correspondendo a sequéncia do vetor pCDF-Duet mais 264pb das sequéncias
codificadoras de EgB8/3 (476 pb); os demais amplicons correspondem as sequéncias do vetor um
produto de 212 pb.

4.2 Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes

Os plasmideos recombinantes obtidos da clonagem em pCDF-Duet (pCDF-
Duet-EgB8/2 e pCDF-Duet-EgB8/2-EgB8/3) foram introduzidos na linhagem de E.
coli BL21(DE3) para a padronizacdo da inducdo da expressdo das proteinas
recombinantes AgB8/2 (Figura 7) e AgB8/2 e AgB8/3 co-expressas (Figura 8) em
relacdo a concentracado ideal IPTG e tempo de indugdo a partir de 250 mL de
cultura, a fim de obter-se as melhores condi¢gdes de indugdo. Foram observados
resultados semelhantes nas diferentes concentragcbes testadas de IPTG, e desta

forma a concentracado escolhida para rAgB8/2 (Figura 9); rAgB8/2 e rAgB8/3 foi 0,1
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mM. O tempo de inducéo ideal foi de 3 h, ja que na condigdo de incubagao por 16h

nao foram observados indug¢ao na expressao das proteinas recombinantes.

Nos testes de solubilidades ambas as proteinas rAgB8/2 (Figura 10) ; rAgB8/2
e rAgB8/3 (Figura 11) foram soluveis, ou seja as proteinas somente foram
encontradas na fragao soluvel. Com relagdo a incubacdo com o Triton 1% nao foram

observadas diferencas de solubilidade.

Foram realizados testes de ligagdo da rAgB8/2 na resina de niquel HisLink™
(Figura 12), subunidade que é expressa com a cauda de histidina, e rAgB8/2 co-
expressa com rAgB8/3 (Figura 13). O teste demonstrou que a rAgB8/2 tanto

coexpressa quanto sozinha, mostrou capacidade eficiente de ligagdo na resina.

Visando otimizar a purificagado das proteinas rAgB82 e rAgB8/3 co-expressa,
foi realizado um teste de eluicdo das proteinas recombinantes (Figura 14) . A partir
deste teste, foi possivel definir a concentracio ideal de imidazol para o tampao de
lavagem em que n&o ha eluicdo (50 mM) e a concentragdo minima necessaria para

que ocorra a elui¢gao de forma eficiente (500 mM).

As proteinas recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 purificadas por cromatografia
de afinidade apresentaram, em SDS-PAGE, as massas moleculares de 8,2 kDa e
7,9 kDa respectivamente (Figura 15). Por co-purificagdo em coluna de niquel, foi
possivel verificar experimentalmente que as duas subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3
estdo interagindo entre si. A analise das proteinas purificadas por SDS-PAGE 15%

indica a presencga de algumas proteinas contaminantes de E. coli.

4.3 Analises das Proteinas recombinantes em condi¢cdes nativas



39

A separacgao eletroforética das proteinas recombinantes AgB8/2 e AgB8/3 em
condigdes nativas estimou a massa molecular da proteina hetero-oligbmerica (Figura
16). Os resultados demonstraram diferengcas na massa molecular da rAgB8/2 e
rAgB8/3 co-expressas quando comparadas com a rAgB8/2 e rAgB8/3 homo-
oligbmericas mostrando oligbmeros de diferentes tamanhos semelhante a um
arraste. Os oligbmeros recombinantes exibem diferengas na faixa de tamanho. Estes
resultados serédo confirmados novamente apés uma nova purificagdo das proteinas
recombinantes AgB8/2 e AgB8/3 na tentativa de eliminar algumas proteinas
contaminantes de E. coli e posteriormente sera confirmado por espectrometria de

massas.
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Figura 7. Expressdo da proteina rAgB8/2 e analise por SDS-PAGE 12 %. O plasmideo
recombinante pCDF-Duet-EgB8/2 foi introduzido em células E. coli BL21 (DE3). Células que tiveram a
expressédo induzida a 37 °C, por 3h: 1: 0,1 mM IPTG; 2: 0,5 mM IPTG; 3: 1 mM IPTG; 4: Cultura ndo
induzida NI. Células que tiveram a expressao induzida a 37°C, por 16h; 5: 0,1 mM IPTG; 6: 0,5 mM
IPTG; 7: 1 mM IPTG; 8: NI; M: marcadores de massa molecular, em kDa indicado no lado esquerdo
da figura. A seta indica a banda de expressao rAgB8/2. O gel foi corado com coomassie R-250.
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Figura 8. Expresséo das proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 e andlise por SDS-PAGE 12 %. A linhagem
de E. coli BL21 (DE3) foi transformada com o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no MCS1 e pCDF-Duet-
EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Células que tiveram a expressao induzida a 37° C por 3 h. 1: 0,1 mM
IPTG; 2: 0,5 mM IPTG; 3: 1 mM IPTG; 4: Cultura ndo induzida NI; 5: AgB8/4; M: marcadores de
massa molecular, em kDa, indicado do lado esquerdo da figura. As setas indicam a banda de
expressao da rAgB8/2 e rAgB8/3 respectivamente. O gel foi corado com coomassie R-250.
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Figura 9. Expressdo da proteina rAgB8/2 e andlise por SDS-PAGE 12 %. O plasmideo
recombinante pCDF-Duet-EgB8/2 foi introduzido em células E. coli BL21 (DE3) por transformagéo.
Células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG a 37 °C por 3 h; NI: Nao induzido; I: Induzido; M:
marcadores de massa molecular, em kDa, indicado do lado esquerdo da figura. A seta indica a banda
de expressao rAgB8/2. O gel foi corado com coomassie R-250.
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Figura 10. Teste da solubilidade da proteina rAgB8/2 e analise por SDS-PAGE 12 %. A linhagem
de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2. Todas as células foram induzidas
com 0,1 mM de IPTG a 37 °C, por 3 h. NI: cultura ndo induzida; I: Induzida; ST: sobrenadante (fragao
soluvel) apos incubagéo com Triton 1 %; P: pellet (fragcdo insolivel) apds incubagdo com Triton; S:
sobrenadante (fragdo soluvel) sem incubagdo com triton; P: pellet (fragdo insoluvel) sem incubagao
com Triton; AgB8/4: subunidade 4 do antigeno B; M: marcadores de massa molecular, em kDa
indicado do lado esquerdo da figura . A seta indica a banda de expressédo da rAgB8/2 . O gel foi
corado com coomassie R-250.
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Figura 11. Teste da solubilidade das proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 e analise por SDS-PAGE
12%. A linhagem de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no MCS1 e pCDF-
Duet- EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Todas as células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG a 37 °C por
3 h. NI: cultura nédo induzida; I: Induzida; ST: sobrenadante (fragdo soluvel) ap6s incubagdo com
Triton; P: pellet (fragdo insoluvel) apds incubagdo com Triton; S: sobrenadante (fragdo soluvel) sem
incubagdo com Triton; P: pellet (fracdo insoluvel) sem incubacdo com Triton; M: marcadores de
massa molecular, em kDa, indicado do lado esquerdo da figura. As setas indicam a banda de
expressao rAgB8/2 e rAgB8/3 respectivamente. O gel foi corado com coomassie R-250.
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Figura 12. Teste de ligagcédo de rAgB8/2 naresina e anéalise por SDS-PAGE 12%. A linhagem de E.
coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 foi induzida com 0,1 mM de IPTG a 37 °C
por 3 h. O sobrenadante apds a sonicagao foi incubado por 1 h a temperatura ambiente em resina de
niquel HisLink™. P: pellet (fracao insoluvel); SA: sobrenadante (fragado soluvel) antes de incubar na
resina; R: resina mostrando a ligacao da proteina na resina. LA: apos lavagem com 100 mM HEPES
(pH 7,5) e 10 mM de imidazol; SD: sobrenadante (fragdo sollvel) apds incubagdo na resina. M:
marcadores de massa molecular, em kDa indicado do lado esquerdo da figura. A seta indica a banda
de expressao da rAgB8/2. O gel foi corado com coomassie R-250.
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Figura 13. Teste de ligagdo rAgB8/2 e rAgB8/3 na resina e analise por SDS-PAGE 12 %. A
linhagem de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no MCS1 e pCDF-Duet-
EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Todas as células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG a 37 °C por 3 h. O
sobrenadante apds a sonicagéo foi incubado por 1 h a temperatura ambiente em resina de niquel
HisLink™. P: pellet (fragao insoluvel); SA: sobrenadante (fracdo soluvel) antes de incubar na resina;
R: resina mostrando a ligacdo da proteina na resina. LA: apés lavagem com 100 mM HEPES (pH
7,5) e 10 mM de imidazol; SD: sobrenadante (fragdo soluvel) apds incubagdo na resina. M:
marcadores de massa molecular, em kDa indicado do lado esquerdo da figura. As setas indicam a
banda de expressao rAgB8/2 e rAgB8/3 respectivamente. O gel foi corado com coomassie R-250.
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Figura 14. Padronizacédo da purificagdo das proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 e andlise por SDS-
PAGE 12 %. A linhagem de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no MCS1
e pCDF-Duet- EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Todas as células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG a 37
°C por 3 h. A purificacao foi feita em resina de niquel HisLink™. S: sobrenadante (fragado soluvel); E:
eluicdes E1: 25 mM; E2: 50 mM; E3: 100 mM; E4: 150 mM; E5: 250 mM; E6: 500 mM e E7: 750 mM
de imidazol. M: marcadores de massa molecular, em kDa, indicado no lado esquerdo da figura. O gel

foi corado com coomassie R-250.
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Figura 15. Purificacdo das proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 e andlise por SDS-PAGE 15 %. A
linhagem de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no MCS1 e pCDF-Duet-
EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Todas as células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG a 37 °C por 3 h. A
purificacdo foi feita em resina de niquel HisLink™. S: sobrenadante (fracdo soluvel); E: eluicdes E1 e
E2 séo eluicdes da proteina rAgB8/2 e rAgB8/3 co-expressas, eluidas com imidazol a 750 mM; M:
marcadores de massa molecular, em kDa, indicado no lado esquerdo da figura. As setas indicam a
banda de expressao da rAgB8/2 de 8,2 e rAgB8/3 de 7,9 kDa. O gel foi corado com coomassie R-
250.
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Figura 16. Eletroforese em condi¢des nativas das proteinas rAgB8/2 e rAgB8/3 (NATIVE-
PAGE). A linhagem de E. coli BL21 (DE3) foi transformada com o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no
MCS1 e pCDF-Duet- EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Todas as células foram induzidas com 0,1 mM de
IPTG a 37 °C por 3 h. A purificagao foi feita em resina de niquel HisLink™. Apés a purificagdo os
agregados foram analisados no sistema NATIVE PAGE Novex 4-16 % Bis-Tris (Life Technologies) 1:
rAgB8/2 e rAgB8/3; 2: rAgB8/2, 3: rAgB8/3; M: marcadores de massa molecular, em kDa, indicado no
lado esquerdo da figura. O gel foi corado com coomassie R-250.

4.4 Verificacdo da interacdo entre as proteinas recombinantes rAgB8/2 e

rAgB8/3

Para a verificagdo da interagdo entre as duas subunidades na formacao de
uma possivel estrutura hetero-oligbmerica foram realizados experimentos de

imunoblot e analises por espectrometria de massas (ESI-QUAD-TOF MS/MS).

Os resultados do imunoblot (Figura 17) sugerem a formagao de hetero-
oligbmeros, as duas subunidades foram identificadas. Entretanto, pelo fato dos anti-

soros Anti-AgB2 e Anti-AgB3 policlonal apresentarem reatividades cruzadas nos



49

reconhecimento dos antigenos AgB8/2 e AgB8/3, utilizamos um anticorpo
monoclonal anti-pentahistidina para reconhecimento da subunidade AgB8/2
expressa com seis residuos de histidina. Para a subunidade 3 foi utilizado neste
experimento o Anti-B3 policlonal que também reage com a subunidade AgB8/2. Na
figura 17 pode-se observar a presenga das duas bandas, uma mais em cima que
corresponde rAgB8/2 e em seguida a rAgB8/3. Com o objetivo de confirmar esse

resultado foram realizadas analises por espectrometria de massas.

B

Anti-histidina
1 2 3 4

Anti-B3
i a2

e D

Figura 17. Confirmacéo da interacdo entre as subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3. (A) e (B)
imunoblots com antisoros anti-B3 policlonal (1: 25000) e anti-pentahistidina monoclonal (1; 2000),
respectivamente. (A) Como anticorpo secundario, foi utilizado um anticorpo anti-lgG de coelho
conjugado a peroxidase (1: 8000). (B) O anticorpo secundario utilizado foi um anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase. (A) e (B) A revelagado dos blots foi feita com o reagente de
deteccdo ECL. (A) 1: Controle Negativo C rAgB8/2 a 15ug; 2: Controle positivo C* rAgB8/3 a 15
Mg; 3: rAgB8/2 e rAgB8/3 a 37,1 ug; 4: rAgB8/2 e rAgB8/3 a 25,9 ug; 5: rAgB8/2 e rAgB8/3 a 18,5 ug;
6: rAgB8/2 e rAgB8/3 a 7,4 ug; 7: sobrenadante; 8: Induzido. (B) 1: Induzido; 2: sobrenadante; 3:
rAgB8/2 e rAgB8/3 a 7,4 ug; 4: rAgB8/2 e rAgB8/3 a 18,5 ug; 5: rAgB8/2 e rAgB8/3 a 5 ug; 6:
Controle positivo C* Proteina Fluorescente Verde GFP e 7: Controle Negativo C rAgB8/3 a 15 ug.

A confirmagdo da formagdo de hetero-oligbmeros foi feita também pela
analise por espectrometria de massas (ESI-QUAD-TOF MS/MS). As proteinas
rAgB8/2 e rAgB8/3 foram excisadas manualmente do gel e digeridas com tripsina

conforme mostra a Figura 18.
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Figura 18. Verificacdo da interacdo entre as proteinas recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 para
analise posterior por espectrometria de massas (SDS-PAGE 15%). A linhagem de E. coli BL21
(DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2 no MCS1 e pCDF-Duet- EgB8/2-EgB8/3 no MCS2
foi utilizada. Todas as células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG a 37 °C por 3 h. A purificagao foi
feita em resina de niquel HisLink™. Foi realizada a excisdo do gel e em seguida, a digestdo com
tripsina conforme marcado na figura: 1, 2 e 3: rAgB8/2 e rAgB8/3; 4, 5 e 6: rAgB8/2 separado da
rAgB8/3; 7, 8 e 9: fragdo sobrenadante apds a sonicagdo. A primeira seta indica a rAgB8/2 e a
segunda a rAgB8/3. O gel foi corado com coomassie G-250.

Os resultados confirmaram a interacdo entre as duas subunidades rAgB8/2
(9i|555949|gb|AAC47169.1|) e rAgB8/3 (gi|14495278|gb|AAK64236.1|AF361934_1).
Esta analise confirmou a massa molecular anteriormente estimada (kDa) rAgB8/2
(8,2) e rAgB8/3 (7,9). Foi calculado também o pl da rAgB8/2 e rAgB8/3 de 9,38 e
8,03 respectivamente.

Alguns parametros foram analisados: Sequence coverage, Mascot Score e
Peptide sequence (Tabela 2). As analises do sobrenadante apds a sonicagao
indicou apenas a presengca de rAgB8/2, ndao pudemos, assim, estimar a
quantificacdo da interacdo das subunidades recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3,
apenas verificar a interacdo das duas na formagdo de uma estrutura hetero-

oligomérica. Estes resultados confirmaram os experimentos de imunoblots.
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Os resultados de espectrometria de massas demonstraram a interagao entre

as subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3 indicando a formagédo de hetero-oligbmeros,

sequence coverage foi de 60 e 39 % respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Andlises dos parametros por espectrometria de massas (ESI-QUAD-TOF

MS/MS).
AgB8 Sequence Mascot Numero de | Sequéncia peptidica
Coverage Score peptideos
marcados
AgB8/2* 47 % 153 3 (3) K. AHMGQVVK.K
K.NLVEEKDDDSK .-
R.LVALGNDLTAICQK.L
AgB8/2* 47% 145 3(3) K.AHMGQVVK.K
R.LVALGNDLTAICQK.L
K.NLVEEKDDDSK .-
AgB8/2* 60% 157 4(3) K. AHMGQVVK.K
R.WGELRDFFR.N
R.LVALGNDLTAICQK.L
K.NLVEEKDDDSK .-
AgB8/3* 14% 32 2(1) K.HFFQSDPLGK.K
K.HFFQSDPLGK.K
AgB8/3* 16% 29 2(1) K.HFFQSDPLGK.K
K.HFFQSDPLGKK.L
AgB8/3* 39% 24 2(1) K.HFFQSDPLGKK.L
K.LVEVMKDVASVCEMVR.K
AgB8/2; K. AHMGQVVK.K
AgB8/3* R.WGELRDFFR.N
AgB8/2 60% 176 5(4) K.NLVEEKDDDSK .-
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
AgB8/3 14% 28 1(1)
K.HFFQSDPLGK.K
AgB8/2; K. AHMGQVVK.K
AgB8/3* R.WGELRDFFR.N
60% 159 5(4) K.NLVEEKDDDSK .-
AgB8/2 K.NLVEEKDDDSK .-

R.LVALGNDLTAICQK.L
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39% 24 2(1)
AgB8/3 K.HFFQSDPLGKK.L
K.LVEVMKDVASVCEMVR.K
AgB8/2; K. AHMGQVVK K
AgB8/3*
K.AHMGQVVK.K
AgB8/2
47% 136 9(5) K.NLVEEKDDDSK.-
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
R.LVALGNDLTAICQK.L
AgB8/3 16% 21 2(1)
K.HFFQSDPLGK.K
K.HFFQSDPLGKK.L
SOB* 35% 42 2(1) K.NLVEEKDDDSK -
AgB8/2
R.LVALGNDLTAICQK.L
SOB* 35% 60 2(1) K.NLVEEKDDDSK -
AgB8/2
R.LVALGNDLTAICQK.L
SOB* 35% 34 2(2) K.NLVEEKDDDSK -
AgB8/2 R.LVALGNDLTAICQK.L

* Andlises feitas em triplicatas 1%, 2% e 3°

4.5 Avaliacéo do potencial de oligomerizacao das proteinas recombinantes

Os estudos de oligomerizacédo foram realizados por meio de ensaio de cross-

linking com glutaraldeido (Figura 19). Os resultados demonstraram a auto-

associagao entre as subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3. O potencial de formar
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oligbmeros de alta massa molecular como demonstrado no gel > 50 kDa permanece
quando a proteina recombinante esta na forma hetero-oligbmerica se comportando
semelhantemente a forma homo-oligbmerica como demonstrado por Monteiro et al.
(2007). Entretanto, quando a proteina esta na forma hetero-oligbmerica nao foi
observado a transicdo entre a forma monomérica para a oligomérica, no qual a
formacgado de oligbmeros foi semelhante nos diferentes tempos. Estes resultados
serao confirmados posteriormente apds ensaios de cross-linking realizados com a
proteina purificada novamente com a tentativa de eliminar proteinas contaminantes

da E. coli que possam estar interferindo com os resultados.
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Figura 19. Ensaio de cross-linking das proteinas recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 e andlise
em SDS-PAGE 12%. As linhagem de E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmideo pCDF-Duet-EgB8/2
no MCS1 e pCDF-Duet- EgB8/2-EgB8/3 no MCS2. Todas as células foram induzidas a 0,1 mM de
IPTG a 37 °C por 3 h. A purificagéo foi feita em resina de niquel HisLink™. O potencial das proteinas
recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 em formar oligdmeros foram avaliados por ensaio de cross-linking.
C". controle negativo corresponde ao tempo zero; M: marcadores de massa molecular, em kDa,
indicado no lado esquerdo da figura. A seta indica o produto de cross-linking de alto peso molecular.
O gel foi corado com coomassie R-250.
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5. Discusséao e Conclusao

E amplamente conhecido que o antigeno B de Echinococcus granulosus é
uma proteina oligomérica (Piantelli et al. 1977; Lightowlers et al. 1989; Maddison et
al. 1989; Gonzélez et al 1996). Sabe-se ainda que as subunidades do AgB sao
capazes de se agregarem de forma nao-covalente em solugdo formando homo-
oligbmeros com caracteristicas estruturais semelhantes ao AgB nativo (Monteiro et
al. 2007). Entretanto até o presente momento ndo existe nenhuma evidéncia
experimental da interagao entre essas subunidades na formagdao de uma possivel
estrutura hetero-oligomérica do AgB. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
analisar a possivel formacgao de hetero-oligbmeros das subunidades recombinantes
rAgB8/2 e rAgB8/3 através de experimentos de co-expressao (Figuras 5-17).

Apesar do AgB ter sido a proteina mais estudada de E. granulosus do ponto
de vista imunoldgico e no diagnéstico de infecgbes humanas (McVie et al. 1997;
Gonzalez-Sapienza et al. 2000; Ortona et al. 2000; Rott et al. 2000; Virginio et al.
2003; Lorenzo et al. 2005), pouco se sabe sobre a estrutura oligomérica e a
composic¢ao das subunidades. Estudos estruturais, como feito neste trabalho, podem
trazer importantes informacdes sobre o papel do AgB na biologia do parasito. Este
fato tem grande relevancia, visto que o AgB é considerado o antigeno mais
especifico de E. granulosus utilizado no diagndstico sorolégico (Zhang et al., 2003;
Siracusano et al., 2004; Carmena et al., 2006), altamente imunogénico em infecgdes
humanas (Rott et al. 2000) e também por apresentar-se como o antigeno
imunodominante do liquido hidatico (Maddison et al. 1989), sugerindo-se seu

envolvimento na modulagao da resposta imune do hospedeiro (Shepherd et al. 1991;
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Rigano et al. 2001; Rigand et al. 2002; Siracusano et al. 2008,) podendo

desempenhar um papel importante na interacao parasito-hospedeiro.

Os experimentos visando a co-expressado das subunidades recombinantes
rAgB8/3 e rAgB8/3 em Escherichia coli confirmaram a hetero-oligomerizagdo das
subunidades recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 (Figuras 17 e 18) no vetor pCDF-
Duet (Figura 5). As condigdes ideais de indugdo da expressdo das proteinas
recombinantes foram a incubag¢ao por 3 h a 37 °C em presenca de 0,1 mM de IPTG
(Figura 8). Ambas as subunidades mostraram-se soluveis (Figura 10 e 11). Os
resultados dos experimentos de ligacdo das proteinas recombinantes na resina de
niquel HisLink™(Figura 12 e 13) mostraram que a rAgB8/2 tanto coexpressa quanto
sozinha mostrou capacidade eficiente de ligacdo na resina. As massas moleculares
estimadas pela analise em SDS-PAGE foram de 8,2 kDa para rAgB8/2 e de 7,9 kDa
para rAgB8/3 (Figura 15), posteriormente confirmadas em anadlises por
espectrometria de massas. Além disso, identificamos também o pl da rAgB8/2 e

rAgB8/3 de 9,38 e 8,03, respectivamente.

Neste trabalho foram observadas diferengas nas massas moleculares dos
hetero-oligbmeros rAgB8/2-rAgB8/3, quando comparadas com as subunidades
rAgB8/2 e rAgB8/3 homo-oligoméricas (Figura 16). Com relacdo as analises de
interacdo das subunidades, verificou-se que o hetero-oligbmero (Figura 19)
comportou-se semelhantemente a forma homo-oligomérica descrita por Monteiro et
al. (2007), verificando-se a auto-associagcdo entre as subunidades rAgB8/2 e
rAgB8/3 que formam oligdmeros de alto peso molecular. Entretanto, foram
observadas diferencas na transicdo da forma monomérica para a oligomérica

quando comparadas as formas homo-oligoméricas e hetero-oligoméricas (Figura
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19). Na forma hetero-oligomérica a formagao de oligbmeros foi semelhante nos

diferentes tempos de incubagdo com glutaraldeido.

E possivel que a hetero-oligomerizacdo das subunidades do AgB possa estar
estreitamente relacionada a mecanismos imunolégicos, como o da evasédo da
resposta imune do hospedeiro (Shepherd et al., 1991 e Rigano et al., 2001). Esta
possibilidade nao foi testada neste trabalho, devido ao fato que precisamos testar
primeiramente a interacdo de todas as subunidades recombinantes do AgB e
realizar analises estruturais para posteriormente correlacionar com mecanismos
imunoldgicos. A oligomerizagdo de moléculas traz algumas vantagens em relagéo
as formas monomeéricas (Ali & Imperiali, 2005). No caso do AgB, estas vantagens
poderiam ser representadas pelo fato de uma molécula oligomérica ser capaz de
esconder epitopos do sistema imune ou possuir multiplos sitios de ligacédo a
compostos hidrofébicos, bem como apresentar uma maior estabilidade contra
degradacgédo e desnaturacdo. Assim conhecer o AgB em termos de sua estrutura
também ¢é importante e ajudara a compreender seu papel na biologia do E.
granulosus.

Os resultados de espectrometria de massas demonstraram a interagao entre
as subunidades rAgB8/2 e rAgB8/3 indicando a formacdo de hetero-oligbmeros
(Tabela 2). Entretanto, neste trabalho n&o foi possivel estimar a quantidade de cada
subunidade na estrutura dos hetero-oligbmeros. Estes resultados confirmaram os
experimentos de blots (Figura 17).

Quando as subunidades recombinantes do AgB, AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/3
foram individualmente expressas (Monteiro et al. 2007) observou-se a formacéo de
homo-oligbmeros com caracteristicas semelhantes a da proteina purificada do

liquido hidatico, como massa molecular, tendéncia agregativa, conteudo de estrutura
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secundaria e termoestabilidade. Entretanto, quando as subunidades recombinantes
do AgB, rAgB8/2 e rAgB8/3 foram expressas juntas, através de experimentos de co-
expressdo mostrou-se a formacgdo de hetero-oligbmeros. Esses achados podem
fornecer um possivel mecanismo de regulagdo na oligomerizagdao destas
subunidades.

A interferéncia ou inibigdo da oligomerizagao dessas subunidades poderia ser
um importante alvo para quimioterapia e ou a vacinag¢ao alterando a interacédo entre
essas subunidades. Investigagdes futuras sdo necessarias para a identificacdo de
possiveis alvos nas etapas de oligomerizagao na formagéao de uma estrutura hetero-

oligbmerica.

Considerando o fato que o AgB em solugéo apresenta-se como oligbmero
(Oriol et al. 1971; Monteiro et al. 2007) e sabendo que as subunidades interagem
dentro desse oligbmero, foi demonstrado que a interagdo entre as subunidades séo
estaveis (Oriol & Oriol, 1975; Lightowlers et al. 1989; Gonzalez et al. 1996). Até o
momento ndo existe nenhuma analise estrutural utilizando hetero-oligdmero de AgB.
Nossos resultados que avaliaram o comportamento oligomérico (Figura 16 e 19)
desta proteina mostraram diferengas em relacdo a forma homo-oligomérica,
sugerindo-se uma hipétese que estas subunidades estariam mais agregadas ainda,
apresentando desta forma, uma maior estabilidade. Devemos levar em
consideragao, ainda, que as modificagdes pds-traducionais ausentes nas proteinas
recombinantes expressas em E. coli, podem alterar as propriedades de
oligomerizagdo para cada subunidade de 8 kDa do AgB, podendo também estar

envolvida na manutencéo da estrutura oligomérica (Monteiro et al. 2012).
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A realizacdo deste trabalho devera fornecer subsidios importantes para os
proximos estudos quanto aos possiveis mecanismos envolvidos na formagao de
hetero-oligbmeros de AgB, assim como contribuir para a elucidagdo do possivel
papel destas proteinas como moléculas mediadoras de multiplas relagcbes entre

parasito e hospedeiro.

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que as subunidades
recombinantes rAgB8/2 e rAgB8/3 sdo capazes de formar hetero-oligdmeros. Ainda
ndo sabemos como a hetero-oligomerizacdo influencia em mecanismos
imunoldgicos na interagdo parasito-hospedeiro. Este estudo € a primeira evidéncia
da hetero-oligomerizagdo das subunidades do AgB, entretanto mais estudos sao

necessarios a cerca da estrutura e fungao do AgB na patogénese de E. granulosus.

z

E necessario um melhor entendimento da estrutura e mecanismos de
oligomerizacdo do AgB podendo ser um importante alvo na elaboracdo de novas

estratégias de prevencao, controle e tratamento de cestodiases.



59

6. Perspectivas

Este trabalho tem como perspectivas testar as possibilidades da hetero-
oligomerizagao das outras subunidades recombinantes do AgB néo realizadas neste
trabalho (AgB8/2 e AgB8/1; AgB8/1 e AgB8/3), através de experimentos de co-
expressao. Para os hetero-oligbmeros AgB8/2 e AgB8/3 pretende-se realizar uma
nova purificacdo em resina de niquel, afim de eliminar as proteinas contaminantes
de E. coli através da otimizacdo do protocolo de purificagdo aumentando a
concentragao de imidazol do tampao de lavagem e/ou adicionar uma tag (S-Tag) no
MCS2 desta forma, por purificagdo utilizando S-Tag Thrombin Purification Kit
também sera possivel confirmar a interagdo entre as subunidades recombinantes do

AgB.

Com os hetero-oligbmeros formados, pretende-se realizar uma caracterizagao
estrutural, analisando os hetero-oligdémeros do AgB AgB8/2 e AgB8/3 (obtido durante
meu mestrado), AgB8/2 e AgB8/1; AgB8/1 e AgB8/3 por microscopia eletrénica de
transmissao, espalhamento de luz dindmico (DLS) com o intuito de comparar com os
resultados obtidos anteriormente por nosso grupo (Monteiro et al. 2007), onde
caracterizou-se as subunidades recombinantes isoladas rAgB8/1, rAgB8/2 e rAgB83,
ou seja, na sua forma homo-oligomérica. Além dessa caracterizagao estrutural, sera
realizado também um estudo de composi¢ao das subunidades do AgB, através da
analise dos agregados (AgB8/2 e AgB8/1; AgB8/1 e AgB8/3) por eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) em condigdes redutoras e ndo redutoras e nativa e
Western blot, identificagdo por espectrometria de massas (ESI-QUAD-TOF MS/MS)
das subunidades presentes em multimeros dos agregados resolvidos em SDS-

PAGE, na tentativa de elucidar o mecanismo envolvido na oligomerizacdo de
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subunidades, e por fim, sera realizado um estudo de oligomerizagao, analisando o
potencial das proteinas recombinantes AgB8/2 e AgB8/1; AgB8/1 e AgB8/3 de
formar oligbmeros por meio de cross-linking. Também serdo realizados
experimentos com os agregados AgB8/2 e AgB8/3 (obtido durante meu mestrado),
AgB8/2 e AgB8/1; AgB8/1 e AgB8/3 por cromatografia de gel filtragdo, na tentativa
de verificar os possiveis mecanismos envolvidos na hetero-oligomerizagdo das

subunidades.
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