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Resumo

O antigeno B (AgB) de Echinococcus granulosus € um dos principais
componentes do liquido hidatico. O AgB é um proteina oligomérica de 120-160
kDa composta de subunidades de 8 kDa, que em SDS-PAGE dissocia-se em
componentes de 8, 16, 24 e 32 kDa. Embora diferentes subunidades do AgB
tenham sido isoladas, pouco se sabe sobre a estrutura da proteina e do seu
mecanismo de oligomerizacado. Neste trabalho foi realizada a caracterizagao
estrutural de homo-oligdbmeros de trés subunidades recombinantes do AgB,
AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/3, expressadas a partir de sequiéncias previamente
clonadas Essas subunidades associam-se em homo-oligbmeros com
caracteristicas semelhantes as da proteina purificada de liquido hidatico, como
massa molecular, conteudo de estrutura secundaria, tendéncia agregativa e
termoestabilidade, fazendo deles ferramentas importantes para o estudo da
estrutura do AgB. Diferentes graus de estabilidade e compactagdo foram
verificados entre os oligdmeros recombinantes, com o oligbmero de AgB8/3
apresentando-se mais estavel e compacto. Através da modelagem molecular
das subunidades do AgB, foi possivel calcular a superficie de potencial
eletrostatico das moléculas e propor um mecanismo de oligomerizagéao
envolvendo interacdes eletrostaticas e hidrofobicas. Foram também realizadas
tentativas de cristalizagdo de oligbmeros de AgB8/3 para ensaios de difragao
de raios X, e cristais foram obtidos em trés condi¢bes do screening inicial.
Estes cristais difrataram a resolugées maximas de 8 A, ndo permitindo a coleta
de dados estruturais da proteina. Entretanto, estas condicdes podem ser

refinadas para a obtencéo de cristais com melhor qualidade.



Abstract

Echinococcus granulosus antigen B is one of the major components of
the hydatid fluid. AgB is a oligomeric protein of 120-160 kDa composed by 8
kDa subunits, that in SDS-PAGE dissociates in components of 8, 16 , 24 and 32
kDa. Although different AgB subunits have been isolated, little is known about
AgB structure and its oligomerization mechanism. In this work we have
performed the homo-oligomers structural characterization of three AgB
recombinant subunits, AgB8/1, AgB8/2 and AgB8/3, expressed from previously
cloned genes. These subunits self-assemble in homo-oligomers with similar
characteristics to that of hydatid fluid purified protein, such as molecular mass,
secondary structure content, aggregative tendency and thermostability, making
them valuable tools for AgB structure study. Different degrees of stability and
compactness were verified between the recombinant oligomers, with the
AgB8/3 one showing a more stable and compact structure. Using molecular
modelling it was possible to calculate the surface electrostatic potencial of AgB
subunits and to propose a mechanism of oligomerization involving electrostatic
and hydrophobic interactions. Also crystallization attempts had been carried
through with AgB8/3 oligomer to X-ray diffraction, and crystals have been
obtained in three conditions of initial screening. These crystals difracted to
maximum resolutions of 8 A, and it was not possible to collect protein structural
data. However, these crystallization conditions can be refined in order to obtain

crystals of better quality.



1. Introducéo
1.1. Espécies do género Echinococcus

O género Echinococcus Rudolphi, 1801 pertence ao filo Platyhelminthes,
classe Cestoda, familia Taeniidae, e como todos os platelmintos, seus
membros sao animais triploblasticos, acelomados e achatados dorso-
ventralmente. Os membros do género Echinococcus sao endoparasitos que
possuem um corpo, ou estrobilo, caracteristicamente alongado e segmentado
em unidades reprodutivas (proglétides) em varios estagios de desenvolvimento.
Na sua porgao anterior, apresentam um 6rgao especializado para fixagdo no
hospedeiro, chamado de escélex. Apesar de serem semelhantes as espécies
do género Taenia, vermes adultos do género Echinococcus possuem apenas
alguns milimetros de comprimento e raramente apresentam mais de 5
proglétides.

Existem seis espécies atualmente reconhecidas no género
Echinococcus (Jenkins et al., 2005), com uma sétima, Echinococcus shiquicus,
tendo sido recentemente proposta (Xiao et al., 2005). Das seis espécies ja
reconhecidas, quatro correspondem as espécies classicas, Echinococcus
granulosus, Echinococcus multilocularis, Echinococcus oligarthrus e
Echinococcus vogeli. As espécies Echinococcus equinus e Echinococcus
ortleppi, anteriormente conhecidas como linhagem equina (G4) e bovina (G5)
de E. granulosus, respectivamente, foram validadas mais recentemente, com
base, principalmente, em caracteristicas moleculares (Thompson & McManus,
2002).

Como outros tenideos, as espécies do género Echinococcus necessitam

de dois hospedeiros mamiferos para completar seus ciclos vitais: um
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hospedeiro definitivo, que é sempre um carnivoro, no qual se desenvolve o
verme adulto; e um hospedeiro intermediario, que podem ser herbivoros ou
onivoros, em cujas visceras se desenvolve a larva (ou metacestddeo). O ciclo
vital é indireto, com o adulto hermafrodita e a larva, ou cisto hidatico,
proliferando assexualmente.

Enquanto a presenca do verme adulto de Echinococcus no intestino
delgado dos hospedeiros definitivos € virtualmente assintomatica, o
desenvolvimento da fase larval do parasito nas visceras dos hospedeiros
intermediarios causa uma doenga severa e até mesmo fatal, chamada
hidatidose (Thompson, 1995). Das trés formas de hidatidose que ocorrem em
humanos, a hidatidose cistica e alveolar causadas por E. granulosus e E.
multilocularis, respectivamente, sdo de especial importancia devido a sua
ampla distribuicdo geografica e seu impacto médico e econdmico (Eckert &
Deplazes, 2004). A hidatidose policistica, causada por E. vogeli e E.
oligarthrus, € menos freqlente e restrita as Américas Central e do Sul.
Nenhuma infecgdo em seres humanos causada por E. shiquicus foi descrita até
o momento (Xiao et al., 2006). Nenhum caso em humanos foi também relatado
para a infeccao causada por E. equinus, e evidéncias epidemiolégicas sugerem
que esta espécie pode ser nao-patogénica para humanos (Thompson &
McManus, 2001). Para E. ortleppi, apenas um isolado de paciente humano foi
descrito (Bowles et al., 1992), sugerindo que esta espécie possa ser menos

patogénica para humanos.



1.1.1. Echinococcus granulosus

O verme adulto de E. granulosus é uma pequena ténia, com 2 a 7 mm
de comprimento (Fig. 1.1). Na sua porgcado anterior, o adulto apresenta um
escolex ou cabecga, que possui quatro ventosas musculares e um rostelo
armado com duas fileiras de ganchos, envolvidos na fixacdo do parasito no
hospedeiro. O corpo ou estrébilo € composto de trés segmentos ou proglétides
(raramente apresentam até 6 proglétides) que diferem no seu estagio de
maturagao sexual. A primeira proglétide é dita jovem ou imatura; a segunda é a
proglétide sexualmente madura; e a ultima, a proglétide gravida que contém os

ovos do parasito.

escolex

progldtide
imatura

proglotide
madura

estrobilo <

proglétide
gravida

Figura 1.1. Adulto de Echinococcus granulosus. O parasito adulto é constituido
de um escodlex globular, onde encontram-se estruturas de adesao e fixacdo, e um
estrobilo composto por trés segmentos (proglétides). O primeiro segmento do
estrobilo é a proglétide imatura, o segundo é a proglétide madura e o ultimo

segmento é a progldtide gravida, que contém os ovos do parasito.
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Os vermes adultos se localizam no intestino delgado do hospedeiro
definitivo, principalmente o cdo doméstico, fixando-se nas criptas de
Lieberkihn. A reprodugcédo do verme adulto pode se dar por autofecundacao,
uma vez que sao hermafroditas, ou por fecundagao cruzada. A autofecundacéao
€ a forma de reproducdo predominante, mas a fecundagado cruzada também
ocorre (Haag et al., 1998), sendo possivel devido ao comportamento agregativo
dos vermes adultos no intestino do hospedeiro (Lymbery et al., 1989). Apds a
fecundacéo, ocorre a produgédo dos ovos, podendo a proglétide gravida conter
até 1500 ovos (Thompson, 1995). A proglétide gravida se destaca do estrdbilo
por um fenbmeno denominado apdlise, e se desintegra no intestino grosso,
liberando os ovos juntamente com as fezes do hospedeiro definitivo.

Quando liberados no ambiente, os ovos sdo presumivelmente maduros
e, portanto, possuem capacidade infectiva (Thompson, 1995).
Morfologicamente, o ovo de E. granulosus é semelhante ao de outros membros
da familia Taeniidae, apresentando forma esférica a elipséide, e medindo entre
30 e 60 um e 22 e 44 um, nos seus dois diametros. Os ovos contém um unico
embrido ou oncosfera, que encontra-se circundado por varias camadas e
membranas, sendo o embridéforo a principal camada protetora, espessa e
queratinizada ela confere protecdo fisica para a oncosfera. Essa estrutura
confere grande resisténcia ao ovo de E. granulosus, o que permite que ele
permaneca viavel no ambiente mesmo em condi¢cdes extremas de temperatura
e umidade, sendo infectivo por ingestdo a varias espécies de hospedeiros
intermediarios herbivoros ou onivoros, inclusive 0 homem. Apds a liberagéo no
ambiente, os ovos sao dispersos pelo vento, pela agua e por insetos, e o

homem é infectado acidentalmente pela ingestdo de ovos do parasito através
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das maos, comida, agua ou outros materiais contaminados com fezes do
hospedeiro definitivo (Eckert & Deplazes, 2004).

Depois de ingerido pelo hospedeiro intermediario, o ovo sofre a agao de
enzimas digestivas que desintegram o embriéforo, levando a liberagcdo da
oncosfera. A oncosfera sofre entdo um processo de ativacdo, onde os sais
biliares parecem estar envolvidos, e atravessa a parede intestinal com o auxilio
de secregdes glandulares. Apdés a penetragdo na mucosa intestinal, a
oncosfera é transportada passivamente via venosa ou linfatica, atingindo
diferentes 6rgaos do hospedeiro, principalmente pulmbes e figado, onde fica
retida em vasos de pequeno calibre. Uma vez fixada, a oncosfera inicia um
complexo processo de diferenciacdo, dando origem ao cisto hidatico. Cistos
hidaticos de E. granulosus em humanos se desenvolvem principalmente no
figado (70%) e pulmdes (20%), e 10% dos cistos podem ocorrer em outros
locais do organismo, como cérebro, musculatura, coragdo, rins e 0Ssos
(Jenkins et al., 2005).

O cisto hidatico possui uma estrutura unilocular, subesférica, com uma
cavidade interna preenchida por um fluido denominado liquido hidatico
(Cameron & Webster, 1969). O cisto consiste de uma camada interna, a
camada germinativa, responsavel pela proliferagao assexual do parasito, que é
suportada externamente por uma camada elastica, acelular e de espessura
variavel, a camada laminar. A camada laminar &, por sua vez, circundada por
uma camada fibrosa de tecido conjuntivo produzida pelo hospedeiro em
resposta a presenga do parasito, chamada camada adventicia (Fig. 1.2)

(Thompson, 1995).
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capsulas proligeras
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Figura 1.2. Metacestddeo de E. granulosus. Corte do cisto hidatico mostrando os

diferentes componentes do estagio larval do parasito.

A camada germinativa & similar em estrutura ao tegumento do verme
adulto, consistindo de um sincicio citoplasmatico, do qual se projetam
microtriquias que penetram na camada laminar. Na camada germinativa
encontram-se varios tipos celulares, como células musculares, tegumentares,
armazenadoras de glicogénio e células indiferenciadas (Thompson, 1995).
Essas células indiferenciadas possuem grande capacidade proliferativa e sao
responsaveis pela formagdo das capsulas proligeras, as quais se originam
como pequenas massas nucleadas que proliferam em diregdo a cavidade do
cisto. As capsulas proligeras aumentam, vacuolizam e podem ficar presas por
um pedunculo curto a camada germinativa ou soltar-se no interior da cavidade
cistica (Thompson, 1995). No lumen das capsulas proligeras, novos processos
de proliferagdo assexual e diferenciacdo dao origem aos protoescolices. Os
protoescoélices surgem a partir de evaginagdes na face interna da membrana da

capsula proligera, pela proliferagdo de células inicialmente indiferenciadas.
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Nestas evaginagdes, logo aparecem duas constricdes que delimitam no
escolex, o rostelo e a regiao das ventosas. A diferenciagdo se completa com a
formagdo dos aculeos e a invaginacao do escolex para o interior da regido
somatica (Thompson, 1995).

Os protoescélices sao estruturas onde as principais regides presentes
na porg¢ao anterior do verme adulto ja se apresentam diferenciadas. Quando
estdo no interior do cisto, permanecem num estado dormente, até que a
integridade do cisto seja afetada (Thompson & Lymbery, 1990). Quando ocorre
a ruptura do cisto no interior do hospedeiro intermediario, espontidnea ou
induzida por trauma, os protoescélices podem se vesicularizar e formar novos
cistos, chamados cistos secundarios (Thompson & Lymbery, 1990). O ciclo vital
de E. granulosus se completa quando protoescélices sdo ingeridos por um
hospedeiro definitivo adequado, onde evaginam, fixam-se a mucosa intestinal e
diferenciam-se em vermes adultos (Fig. 1.3) (Thompson, 1995).

A camada laminar é secretada pela camada germinativa e é constituida
principalmente de mucopolissacarideos e de uma pequena fracio protéica. Ela
confere uma importante protecdo ao parasito, uma vez que é capaz de inibir a
ativagcado do sistema complemento do hospedeiro (Diaz et al., 1999; Ferreira et
al., 2000) e regular negativamente a produgdo de Oxido nitrico pelos
macrofagos in vitro e in vivo (Steers et al., 2001).

A camada adventicia € um produto da reacdo inflamatéria do
hospedeiro, iniciada nos estagios iniciais de diferenciacdo da oncosfera
(Cameron & Webster, 1969) e caracterizada pela produgéo de tecido conjuntivo
e por uma massiva infiltracdo celular (Zhang et al., 2003). Se esta reacéo inicial

for suficientemente intensa, pode levar a degeneragao e eventual morte do
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parasito. Porém, normalmente a reagao inflamatéria aguda desaparece,
deixando uma espessa camada de tecido conjuntivo fibroso envolvendo o cisto,
0 que corresponde a camada adventicia (Thompson, 1995; Zhang et al., 2003).
A camada adventicia pode representar uma barreira de protegdo ao
hospedeiro, uma vez que parece estar envolvida no controle da liberacdo de
substancias toxicas pelo cisto hidatico (Janssen et al., 1992).

O liquido hidatico possui composi¢ao quimica variavel, consistindo numa
mistura de componentes bioquimicos, organicos e inorganicos, que vao desde
ions até proteinas (Frayha & Haddad, 1980). Além dos componentes do
parasito, estdo também presentes proteinas séricas do hospedeiro (Coltorti &
Varela-Diaz, 1972), representando mais de 90% da quantidade total de
proteinas do liquido hidatico (Frayha & Haddad, 1980). O mecanismo de
penetragcdo destas moléculas no cisto ndo é totalmente conhecido, mas pode
envolver difusao passiva, através de fissuras nas camadas do cisto, endocitose
ou outros mecanismos de transporte mais especificos (Shapiro et al., 1992;
Thompson, 1995).

O liquido hidatico contém produtos de secrecao e excrecdo da camada
germinativa e dos protoescodlices que sao capazes de interagir com o sistema
imune do hospedeiro. Apesar de conter moléculas capazes de ativar o sistema
complemento e induzir uma resposta celular e humoral (Hammerberg et al.,
1977; Zhang et al., 2003), o liquido hidatico possui a capacidade de evadir a
resposta imune do hospedeiro através de efeitos citotoxicos em macréfagos
(Janssen et al., 1997) e neutrdfilos (Annen et al., 1981) e da regulagdo do

crescimento de linfocitos B e T (Macintyre et al., 2001).
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Figura 1.3. Ciclo vital de E. granulosus. O verme adulto (1) vive no intestino delgado
do hospedeiro definitivo (canideos). Os ovos (2) sao liberados no ambiente juntamente
com as fezes do hospedeiro, sendo infectivos para os hospedeiros intermediarios
(ovinos, bovinos, suinos, cavalos, camelos, humanos, etc.). Ao serem ingeridos pelo
hospedeiro intermediario, os ovos liberam a oncosfera (3), que penetra na parede
intestinal e é transportada pelo sistema circulatério ou linfatico até atingir um érgéao,
principalmente figado e pulmdes. Neste 6érgdos, a oncosfera diferencia-se num cisto
hidatico (4), que aumenta gradualmente de tamanho e produz protoescélices (5)
assexualmente. O hospedeiro definitivo contamina-se através da ingestdo de visceras
do hospedeiro intermediario contendo cistos do parasito. Apés a ingestdo, os
protoescdlices evaginam (6), fixam-se na mucosa intestinal e transformam-se em
vermes adultos (1), fechando o ciclo vital do parasito. Modificado do Centro para o

Controle e Prevencao de Doencgas Infecciosas (www.dpd.cdc.gov)
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1.2. A hidatidose cistica

A hidatidose cistica € a doenga causada pelo metacestédeo de E.
granulosus nos hospedeiros intermediarios, entre eles humanos. A hidatidose
cistica apresenta distribuicdo cosmopolita, tendo alta prevaléncia em regides
da Europa, Asia, Africa, Australia e América do Sul (Budke et al., 2006).

No Brasil, a hidatidose cistica tem ocorréncia praticamente restrita ao
estado do Rio Grande do Sul. Todavia, casos de hidatidose policistica ja foram
descritos em estados do norte do Brasil, indicando a presenca de outras
espécies do género Echinococcus no pais, como E. vogeli e E. oligarthrus
(Rodrigues-Silva et al., 2002; De la Rue et al., 2004).

O Rio Grande do Sul é considerado zona altamente endémica da
hidatidose, que constitui um grave problema de saude publica, especialmente
nos municipios que fazem fronteira com Uruguai e Argentina. A alta incidéncia
da doenca nestas regides € resultado da pecuaria, atividade econdmica
expressiva nestes municipios, com a criagdo de bovinos e ovinos. Nestas
localidades, o ciclo doméstico do parasito se perpetua principalmente pela
alimentacao dos caes com visceras contaminadas, em abates clandestinos ou
domeésticos.

Uma vez que a presenga do verme adulto no hospedeiro definitivo é
assintomatica (Thompson, 1995), o significado clinico e econémico de E.
granulosus é quase completamente restrito a infeccdo com o metacestédeo.
Como a hidatidose cistica afeta tanto animais domésticos como o homem, ela
apresenta consideravel impacto tanto para a agricultura como para a saude
publica, e causa importantes consequéncias socio-econbmicas em areas

endémicas (Schantz et al., 1995; Torgerson, 2003). A doenga acarreta

17



prejuizos econdmicos relacionados ao tratamento médico ou cirurgico de
pacientes humanos e a diminuicdo de rendimento na pecuaria, devido a
reducdo no ganho de peso, na produgao de leite, na taxa de fertilidade e no
valor da |a e outros produtos (Torgerson, 2003). A hidatidose cistica, apesar de
ndo estar associada a altos indices de mortalidade (1-2%), provoca também
prejuizos econdmicos indiretos em fungdo da sua morbidade, a qual acarreta
na diminui¢ao da produtividade do individuo (Torgerson, 2003).

As manifestacdes clinicas da hidatidose resultam do crescimento de
uma massa cistica ou de reagdes de hipersensibilidade (Schantz, 1989). Os
sintomas sdo decorrentes de uma lesdo invasiva, que compromete a funcao do
orgao afetado e causa compressao em orgaos e tecidos vizinhos. Os sintomas
dependem, fundamentalmente, da localizagao e tamanho do cisto (McManus et
al., 2003). Como o cisto hidatico possui crescimento lento e localizagéo
variavel, a doenga apresenta sintomas tardios e inespecificos (Ammann &
Eckert, 1995; Pawlowski et al., 2001; McManus et al., 2003). Normalmente, o
hospedeiro ndo desenvolve sintomas clinicos até que o cisto apresente pelo
menos 10 cm de didmetro (Eckert & Deplazes, 2004). Por outro lado, o
rompimento eventual do cisto, com a subsequente liberagdo do seu conteudo,
pode precipitar uma reacado anafilatica, que pode variar em severidade desde
uma simples urticaria até um choque fatal (Werczberger et al., 1979; McManus
et al., 2003).

A manutencgao do ciclo doméstico da doenca se da através de praticas
condenaveis, como a alimentagdo de cdes com visceras contaminadas com

cistos hidaticos, e devido a falta de condi¢cbes e educagao sanitaria (Torgerson
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& Budke, 2003). Os humanos sado considerados hospedeiros acidentais, pois

nao completam o ciclo bioldégico do parasito.

1.2.1. Diagnd@stico, tratamento e controle da hidatidose cistica

O diagnéstico da hidatidose cistica € baseado na identificacdo do cisto
através de técnicas de imagem, principalmente ultra-sonografia, tomografia
computadorizada, radiologia e ressonancia magnética (Pawlowski et al., 2001;
Teggi & DiVico, 2002). Entretanto, estes testes s&o inespecificos e pouco
eficientes no diagndstico precoce, uma vez que detectam apenas uma leséo
cistica, que pode corresponder ou ndo a um cisto hidatico. Portanto, a
confirmacgédo do diagndstico é realizada por testes imunodiagnésticos, mais
sensiveis e especificos, predominantemente ELISA e immunoblotting (Eckert &
Deplazes, 2004). O imunodiagnostico é util ndo apenas no diagndstico
primario, mas também no monitoramento de pacientes apdés o tratamento
cirargico ou farmacéutico (Pawlowski et al., 2001).

A maioria dos testes imunoldgicos detecta a presenga de anticorpos
especificos contra antigenos do parasito no soro de pacientes. O liquido
hidatico tem sido utilizado como a principal fonte de antigenos para o
imunodiagnostico da hidatidose humana (Ortona et al.,, 2003). Porém, este
extrato apresenta problemas de baixa especificidade e dificuldades de
padronizacdao da sua utilizacdo, devido a falta de reprodutibilidade das
preparagdes antigénicas (Zhang et al., 2003). Antigenos purificados do liquido
hidatico juntamente com antigenos recombinantes e sintéticos de E. granulosus
estdo sendo utilizados na melhoria do imunodiagndstico da hidatidose, pois

conferem maior sensibilidade e especificidade aos testes (Rott et al., 2000;
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Gonzalez-Sapienza et al., 2000; Virginio et al., 2003; Zhang et al., 2003;
Carmena et al., 2006).

O antigeno B (AgB) representa cerca de 10% do conteudo total do
liquido hidatico e é altamente imunogénico em infecgcdes humanas (Maddison
et al., 1989), caracteristicas que levam a sua ampla utilizagdo no
imunodiagndstico da hidatidose cistica (Lightowlers & Gottstein, 1995; Zhang &
McManus, 2006). Tanto o AgB purificado do liquido hidatico, como
subunidades recombinantes e peptideos sintéticos derivados dessa molécula,
apresentam alta sensibilidade e especificidade no imunodiagnéstico da doencga
(Mamuti et al., 2005; Carmena et al., 2006).

O tratamento da hidatidose €, principalmente, cirargico e quimioterapico.
Atualmente, a terapia mais eficaz no tratamento de individuos com hidatidose
cistica € a remocao cirurgica do cisto, podendo levar a cura completa da
doenga (Morris & Richards, 1992; Pawlowski et al., 2001). Todavia, o
procedimento é delicado, pois a remocao do cisto intacto é dificil, podendo
ocorrer o rompimento do mesmo na cavidade abdominal do paciente, o que
pode levar a formagdo de inumeros cistos secundarios. Também a cirurgia
pode ser impraticavel em alguns casos, principalmente em pacientes com
multiplos cistos em varios 6rgaos, ou em regides ou 6rgaos inoperaveis, € em
pacientes com alto risco cirurgico (Eckert & Deplazes, 2004). Nestas situagdes,
a quimioterapia € a opgcao mais adequada para o tratamento.

A quimioterapia com benzimidazoles (albendazol ou mebendazol) pode
levar a cura em até 30% dos casos e degeneracao ou redugao do tamanho do
cisto em 50 a 70% dos casos. Em aproximadamente 30% dos casos, a

quimioterapia ndo induz nenhuma mudang¢a morfolégica nos cistos (Eckert &
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Deplazes, 2004). Embora a eficacia da quimioterapia ndo seja satisfatoria e os
custos sejam elevados, ela é uma opcao importante de tratamento,
principalmente em casos inoperaveis. A quimioterapia é também muito utilizada
em conjunto com a cirurgia, para evitar o surgimento de cistos secundarios
apos a intervencgao cirurgica (Pawlowski et al., 2001).

Medidas preventivas empregadas no controle da hidatidose incluem,
principalmente, evitar contato com fezes de canideos, saneamento basico,
tratamento de caes infectados com antihelminticos como praziquantel,
incineracao de 6rgéaos infectados e educacgao sanitaria (McManus et al., 2003;
Torgerson & Budke, 2003). Também a vacinagdo de um ou de ambos
hospedeiros pode diminuir, ou até mesmo eliminar, a infeccdo em humanos e
animais domésticos. Por isso, progressos tém sido realizados no
desenvolvimento de vacinas, principalmente para os hospedeiros
intermediarios (Zhang & McManus, 2006). A vacina recombinante EG95
produziu altos niveis de protecao, em termos da reducdao no numero de cistos
hidaticos, em ovinos, caprinos e bovinos, em diversos paises (Gauci et al.,
2005). Os altos custos impedem a utilizagdo dessa vacina em larga-escala e
por isso ela ainda nao foi introduzida como parte de nenhum programa de
controle governamental em areas endémicas (Zhang & McManus, 2006). Neste
contexto, um processo comercial foi recentemente descrito para producao de

uma vacina recombinante em E. coli (Manderson et al., 2006).

1.3. O antigeno B de Echinococcus granulosus
O antigeno B (AgB) foi originalmente descrito como o principal

componente lipoprotéico do liquido hidatico de E. granulosus (Oriol et al.,
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1971), representando aproximadamente 90% da massa dos antigenos dele
purificados (Musiani et al., 1978).

Diversos experimentos de imuno-histoquimica e imunocitoquimica
demonstraram a presencga do AgB nas camadas germinativa e laminar do cisto
hidatico, nas capsulas proligeras e nos protoescoélices (Yarzabal et al., 1977;
Rickard et al., 1977; Sanchez et al., 1991). Yarzabal et al. (1977) e Rickard et
al. (1977) demonstraram a presenca do AgB no tegumento de protoescdlices,
ao contrario de Sanchez et al., (1991) que identificaram o AgB apenas em
células parenquimaticas de protoescélices. Sendo assim, os resultados
disponiveis até agora ndo confirmam o exato local da sintese do AgB no
metacestodeo.

Sanchez et al. (1991) nao identificaram o AgB em protoescodlices em
degeneragao, corroborando os resultados que indicam que a presenga do AgB
no liquido hidatico é resultado de um processo de secrecio ativa, e nao devido
a sua liberagdo decorrente de morte celular e degeneragdao de tecidos do
metacestddeo. A natureza secretdria do AgB foi posteriormente reforgada pela
identificacdo de peptideos sinais potenciais nas sequéncias dos genes que
codificam subunidades desta proteina (Ferreira et al., 2004).

A presenga de grandes quantidades do AgB no liquido hidatico,
protoescélices e camadas do cisto (Musiani et al., 1978; Sanchez et al., 1991),
sugere um importante papel para esta proteina na sobrevivéncia do parasito.
Apesar do AgB ser uma das proteinas de E. granulosus mais estudadas do
ponto de vista da imunologia aplicada, a sua fungdo na biologia do parasito
permanece indeterminada, no entanto, alguns trabalhos sugerem o seu

envolvimento em mecanismos de evasao do sistema imune do hospedeiro.
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Shepherd et al. (1991) demonstraram que a subunidade menor (8kDa)
do AgB foi capaz de inibir a serino-protease elastase e a quimiotaxia de
neutréfilos em experimentos in vitro. Também através de experimentos in vitro,
Rigano et al (2001) demonstraram que o AgB atua como uma molécula
imunorreguladora, possivelmente envolvida em interagdes parasito-hospedeiro.
Os autores mostraram que células mononucleares de sangue periférico
estimuladas com o AgB produziram citocinas que induzem uma resposta
celular do tipo Th2, menos eficiente na eliminagao do parasito. O AgB parece
também induzir a apoptose de células do sistema imune em pacientes com a
doencga ativa (Rigano et al., 2002).

O AgB é ortélogo de moléculas pertencentes ao grupo de proteinas ricas
em o-hélice (HLBPs - helix rich hydrophobic ligand binding proteins) de outros
cestodeos, que se ligam a compostos hidrofobicos, entre eles lipideos e acidos
graxos (Saghir et al., 2000). Essas proteinas sao intracelulares e muitas delas
sdo imunogénicas e parecem estar envolvidas no transporte e metabolismo de
lipideos (Barrett et al., 1997; Saghir et al., 2000). Chemale et al. (2005)
demonstraram que o AgB possui, aparentemente, diferentes propriedades de
ligacdo a compostos hidrofébicos quando comparado com HLBPs de outros
cestodeos, ndo apresentando capacidade de trocar acidos graxos, o que indica
que o AgB néo esta relacionado aos mecanismos de metabolismo e transporte
de moléculas hidrofdbicas, podendo estar envolvido em diferentes papéis para
a sobrevivéncia do parasito. A detoxificacdo, através do sequestro de
compostos toxicos (compostos xenobiodticos, como anti-helminticos) presentes

no liquido hidatico, é sugerida pelos autores como um destes possiveis papéis.
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1.3.1. A estrutura do AgB

Desde que foi primeiramente purificado por Oriol et al. (1971), através da
gelfiltracdo de uma fragcdo de liquido hidatico enriquecida de componentes
parasitarios, vem se tentando elucidar a estrutura do AgB. O AgB foi
inicialmente descrito como uma lipoproteina antigenicamente termoestavel de
120-160 kDa, pois mesmo apods ser aquecida a 100°C, ela mantinha a sua
antigenicidade em experimentos de imunoeletroforese (Oriol et al., 1971; Oriol
& Oriol, 1975).

As primeiras analises 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 regularmente espagadas em 8 kDa (8, 16, 24
e 32 kDa), todas imunologicamente relacionadas 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 composta de subunidades de
8 kDa.

Com a identificagcdo de diferentes subunidades de 8 kDa através do
isolamento dos genes correspondentes (Frosch et al., 1994; Fernandez et al.,
1996; Chemale et al., 2001; Arend et al., 2004; Haag et al., 2004), ou pelo
sequenciamento de peptideos tripticos derivados das bandas do AgB
resolvidas em SDS-PAGE (Gonzalez et al., 1996), surgiu a hipétese de que o

AgB poderia ser um hetero-oligbmero de diferentes subunidades de 8 kDa.
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Porém, faltam evidéncias da interacado direta entre as diferentes subunidades

na formacgao de uma possivel estrutura hetero-oligomérica.

1.3.2. Subunidades do AgB

A primeira sequéncia nucleotidica relacionada ao AgB a ser isolada foi
um cDNA parcial codificando a porcdo C-terminal de uma subunidade de 8 kDa
do AgB (Shepherd et al., 1991). A sequéncia de cDNA completa,
posteriormente isolada por Frosch et al. (1994), revelou, a partir da seqiéncia
deduzida de aminoacidos do peptideo maduro, uma massa molecular de 7,5
kDa, bem proxima da massa molecular aparente de 8 kDa das subunidades,
previamente determinada por SDS-PAGE (Lightowlers et al., 1989).

Fernandez et al. (1996) isolaram uma sequéncia de cDNA que possui
uma identidade de 44% com a sequéncia previamente descrita por Frosch et al.
(1994). A sequéncia deduzida de aminoacidos do peptideo maduro apresentou
uma massa molecular de 8,2 kDa. Experimentos de Southern blot genémico
evidenciaram a presenga de varias sequéncias paralogas no genoma do
parasito. A partir de entido, 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 8 kDa do AgB, EgAgB8/3 e EgAgB8/4, foram isolados por Chemale et al.
(2001) e Arend et al. (2004), respectivamente.

Chemale et al. (2001) isolaram, a partir de protoescodlices de um unico
cisto (clones), diferentes sequéncias gendmicas e de cDNA relacionadas ao

AgB, confirmando que as subunidades do AgB sao codificadas por uma familia
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multigénica. Estes resultados foram corroborados e expandidos por Haag et al.
(2004), através da analise comparativa de varias sequéncias genbmicas
relacionadas ao AgB, sugerindo que a familia de genes que codifica o AgB
possui pelo menos cinco lécus (EgAgB8/1-EgAgB8/5), cada um apresentando
copias (ou alelos) ligeiramente diferentes. Os mesmos autores propdéem, ainda,
que os genes que codificam subunidades do AgB representariam uma familia
de genes de contingéncia, descritos para espécies de microparasitos
(bactérias, fungos e protozoarios), apresentando expressao diferencial nos
individuos ou ao longo do desenvolvimento, mecanismo que potencialmente
levaria a evasao da resposta imune do hospedeiro.

Kamenetzky et al. (2005a) testaram a expressao dos genes do AgB em
protoescélices unicos de cistos de diferentes hospedeiros, e os resultados
sugerem que protoescolices de um mesmo cisto de origem ovina diferem na
transcricdo de algumas subunidades do AgB, enquanto o gene EgAgBS8/3
parece ter uma expressao constitutiva. Em E. multilocularis, analises de RT-
PCR para cada um dos genes que codificam o AgB (EmAgB8/1-EmAgB8/5),
revelaram que estes genes sao diferencialmente transcritos ao longo do
desenvolvimento deste parasito (Mamuti et al., 2006).

As sequéncias gendmicas dos genes que codificam subunidades do AgB
possuem a mesma estrutura caracteristica, apresentando dois éxons
separados por um pequeno intron (Ferreira et al., 2004). O éxon 1 codifica uma
regido hidrofébica N-terminal, seguida de potenciais sitios de clivagem para
proteases, indicando um potencial peptideo sinal responsavel pela secrecédo do

peptideo maduro codificado pelo éxon 2.
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Uma grande quantidade de variagdes nucleotidicas e/ou de aminoacidos
€ observada nas subunidades do AgB (Shepherd et al., 1991; Frosch et al.,
1994; Haag et al., 1998; Haag et al., 1999; Haag et al., 2004; Kamenetzky et
al., 2005b). Essas variacbes sao normalmente consideradas formas alélicas
polimodrficas, que ocorrem entre diferentes isolados ou linhagens de E.
granulosus (Kamenetzky et al., 2005b), existindo um excesso de susbstituicoes
nao-sinbnimas, levando a troca de aminoacidos (Haag et al., 1998). Além
disso, existem evidéncias da ocorréncia de heterogeneidade de sequéncias
intraldocus entre protoescolices individuais de um dunico cisto, a qual é
considerada resultado de possiveis mecanismos de hipermutacao,
recombinagdo e/ou conversao génica atuando em nivel de um Unico
protoescélex (Haag et al., 2004).

O sequenciamento de peptideos tripticos 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 (Gonzalez et al.,
1996). Estes resultados demonstraram que a subunidade menor do AgB é
composta por no minimo duas proteinas diferentes, as quais estdo envolvidas
na formagao dos multimeros observados em condigdes desnaturantes. Porém,
nao foi determinado se estes multimeros possuem natureza homo ou hetero-
oligomérica. Alguns peptideos ndo puderam ser diretamente relacionados com
a sequéncia deduzida de aminoacidos de AgB8/1 e AgB8/2, os unicos cDNAs
relacionados ao AgB disponiveis na época da realizacdo dos experimentos.
Posteriormente, foi possivel correlacionar estes peptideos com a sequéncia
deduzida de aminoacidos da subunidade AgB8/4, demostrando que esta

proteina também esta envolvida na formacao da estrutura oligomérica do AgB
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(Mamuti et al., 2005). Nenhuma seqliéncia de aminoacidos entre os peptideos
tripticos pdde ser correlacionada com a subunidade AgB8/3, sugerindo que
estes genes nao sejam sempre expressados, sejam seletivamente
expressados em alguma fase especifica do desenvolvimento do parasito ou,

talvez, somente em algumas espécies de hospedeiros (Mamuti et al., 2006).

2. Justificativa e Objetivos

Embora exista um importante progresso na caracterizacdo do AgB
através da clonagem de genes, pouco se sabe acerca da estrutura dessa
proteina. Mesmo com o isolamento de genes que codificam para diferentes
subunidades do AgB, nao existe nenhuma evidéncia experimental da interagéo
entre as subunidades na formacgao da estrutura oligomérica do antigeno.

Estudos que avaliem a composicao de subunidades do AgB, assim
como a interagao entre elas, sdo necessarios para estabelecer se o AgB é um
hetero ou homo-oligbmero, e quantas e quais subunidades compde a sua
estrutura. Estudos anteriores com componentes do AgB, embora tenham
gerado importantes informagdes sobre a estrutura e composi¢céo da proteina,
nao foram capazes de responder a essas perguntas (Lightowlers et al., 1989;
Gonzalez et al., 1996). Neste contexto, subunidades recombinantes podem ser
importantes modelos para analises estruturais do AgB, permitindo superar
alguns dos problemas associados a caracterizagao da proteina nativa, como o
desconhecimento a respeito do conteudo de modificagdes pos-traducionais e
da composicao de subunidades do oligdmero.

Nosso laboratério ja clonou e expressou em E. coli trés cDNAs que

codificam subunidades do AgB, AgB8/1 (Rott et al., 2000), AgB8/2 (Fernandez
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et al., 1996) e AgB8/3 (Chemale et al., 2001). A partir da disponibilidade destas

trés subunidades recombinantes, e considerando-se o0s aspectos acima

citados, o presente trabalho teve como principais objetivos:

1. analisar o estado oligomérico das subunidades recombinantes AgB8/1,
AgB8/2 e AgB8/3;

2. caracterizar comparativamente a estrutura dos oligbmeros nativo e
recombinantes na tentativa de validar estes ultimos como ferramentas para
o estudo da estrutura do AgB;

3. obter cristais dos oligbmeros recombinantes para ensaios de difracdo de

raios X.
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CAPITULO |

Manuscrito submetido a Biochimica et Biophysica Acta — Proteins and

Proteomics.

Self-assembly and structural characterization of Echinococcus

granulosus antigen B recombinant subunit oligomers

Karina M. Monteiro, Sandra M. N. Scapin, Marcos V. A. S. Navarro, Nilson |. T.
Zanchin, Mateus B. Cardoso, Nadya P. da Silveira, Paulo F. B. Gongalves,

Hubert K. Stassen, Arnaldo Zaha, Henrique B. Ferreira

O manuscrito apresenta o monitoramento do estado oligomérico de trés
subunidades recombinantes do AgB, AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/3, e a
caracterizacao estrutural dos homo-oligdmeros formados pelas mesmas. Os
oligbmeros recombinantes apresentam caracteristicas semelhantes as da
proteina purificada de liquido hidatico, fazendo destes oligdmeros importantes
modelos para o estudo estrutural do AgB. A modelagem molecular das
subunidades permitiu sugerir, a partir do calculo da superficie eletrostatica, a

participacéo de interagdes anfifilicas na oligomerizagao das moléculas.

A carta de submissao e a resposta dos referees encontra-se em anexo
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Abstract

Echinococcus granulosus antigen B is an oligomeric protein of 120-160 kDa
composed by 8 kDa (AgB8) subunits. Here, we demonstrated that the AgB8
recombinant subunits AgB8/1, AgB8/2 and AgB8/3 are able to self-associate
into high order homo-oligomers, showing similar properties to that of parasite-
produced AgB, making them valuable tools to study AgB structure. Dynamic
light scattering, size exclusion chromatography and cross linking assays
revealed ~120-160 kDa recombinant oligomers, with a tendency to form
populations with different aggregation states. Recombinant oligomers showed
helical circular dichroism spectra and thermostability similar to those of purified
AgB. Cross-linking and limited proteolysis experiments indicated different
degrees of stability and compactness between the recombinant oligomers, with
the AgB8/3 one showing a more stable and compact structure. We have also
built AgB8 subunit structural models in order to predict the surfaces possibly

involved in electrostatic and hydrophobic interactions during oligomerization.

Keywords: Echinococcus granulosus; antigen B; recombinant subunits;

oligomerization; thermostability; protease sensitivity.
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1. Introduction

Echinococcus granulosus (Cestoda, Taeniidae) is the causative agent of
cystic hydatid disease (CHD), a worldwide prevalent cestodiasis in humans and
domestic ungulates [1]. The antigen B (AgB) is one of the major antigenic
components of the metacestode hydatid fluid (HF) and was first characterized
as a lipoprotein of 120-160 kDa [2,3]. This antigen is highly immunogenic in
human infections and its use has been proposed for the improvement of CHD
immunodiagnosis [4,5]. The biological roles of AgB are not clear, but several
lines of evidence suggest its involvement in key parasite-host interactions. For
instance, it has been described as a protease inhibitor that impairs neutrophil
recruitment in vitro [6], and as a factor able to skew Th1/Th2 cytokine ratios
towards a nonprotective Th2 cell response [7] and induce immune cells
apoptosis in patients with active disease [8]. Moreover, a possible role for AgB
in lipid uptake and/or detoxification mechanisms has also been suggested [9].

Structurally, AgB is an oligomeric protein that, under reducing conditions,
dissociates into components of 8, 16, 24 e 32 kDa, with their relative abundance
decreasing proportionally to the increase of the molecular mass [10]. The
components with higher molecular masses correspond to multimers (dimers,
trimers, etc.) of monomeric 8 kDa related subunits (AgB8) [11], which are
encoded by a multigene family [12]. The existence of at least five AgB8 gene
loci has been proposed for E. granulosus and it has been suggested that they
would constitute a family of contingency genes [13].

Studies on AgB subunit composition and interaction are required to
establish whether AgB is a homo or a hetero-oligomer, and which or how many

different AgB8 subunits are present in an AgB oligomer. Previous studies with
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AgB components have failed to answer these questions [10,11]. In this context,
recombinant AgB8 subunits can be important models for AgB structural
analyses.

Our group has produced three AgB8 recombinant subunits (AgB8/1,
AgB8/2, AgB8/3) by cloning and expressing their corresponding genes in
Escherichia coli [12,14,15]. In this work, we present experimental evidences of
the self-association of these recombinant subunits into higher molecular mass
homo-oligomers, as determined by dynamic light scattering, size-exclusion
chromatography and cross-linking assays. Spectroscopic characterization
showed that recombinant oligomers and purified AgB present similar properties,
validating the recombinant oligomers as models for the investigation of AgB
structural aspects, such as subunit composition and oligomerization. We have
also built AgB8 subunit structural models that allowed the identification of
molecular surfaces possibly involved in electrostatic and hydrophobic

interactions during oligomerization.

2. Materials and methods

2.1. Protein expression and purification. AgB8/1 [14], AgB8/2 [15] and AgB8/3
[12] subunits were expressed in E. coli as fusion proteins with glutathione-S-
transferase, purified by affinity chromatography on immobilized glutathione and
recovered by thrombin cleavage, as previously described [4]. Expression in E.
coli yielded 4, 6 and 10 mg of protein per liter of culture for AgB8/1, AgB8/2 and
AgB8/3, respectively. On reducing SDS-PAGE, these proteins appear as single

bands of ~8 kDa (data not shown). In non-reducing conditions, AgB8/2 and
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AgB8/3, which contain single cysteine residues, absent in AgB8/1, also
appeared as dimers [12, 15, data not shown]. AgB was purified from a parasite
enriched HF fraction, obtained from a single fertile cyst of cattle lung as
described by Oriol et al. [2]. Rabbit polyclonal antibodies raised against
recombinant AgB8/2 were coupled to a cyanogen bromide-activated Sepharose
4B (Amersham Biosciences) and AgB purification by immunoaffinity
chromatography was carried out as described by Chemale et al. [9]. SDS-PAGE
analysis of purified AgB generated the previously described [10] ladder-like

pattern of 8, 16, 24 and 32 kDa components (data not shown).

2.2. Dynamic light scattering measurements (DLS). Light scattering was
performed on a DynaPro instrument (Protein Solutions Inc.) that monitors the
scattered light intensity at 90° from the incident light beam. A Nd:YAG laser (A =
883 nm) was used as light source. The intensity fluctuation of the scattered light
was recorded by single-photon-counting electronics. Under the assumption of
Brownian motion and a hard sphere model for the particle, the apparent
diffusion coefficient (D) was converted to the hydrodynamic radius (Rn) by using
the Stokes-Einstein relation:

Ry = xgT/6nn,D, where kg is the Boltzmann constant, T is the absolute
temperature, and 7, is the viscosity of the solvent.

The molecular mass (MM) of proteins was estimated assuming a spherical
shape for the proteins in solution, using the algorithm MM = (1.549R;,)**?®. The
linear calibration curves (log Ry, versus log MM) were obtained from 18 different
standard proteins solutions. Data analysis was performed with the Dynapro V.5

software.
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Proteins samples at 0.8 mg/ml in PBS were centrifuged (14,000 rpm for 10
minutes at 4°C) before DLS analysis at 20°C. At least 50 measurements of 10

seconds were acquired for each protein sample.

2.3. Size-exclusion chromatography. One milligram of each AgB8 recombinant
protein in PBS was individually loaded onto a Superdex 200 HR 10/30 column
(Amersham Biosciences) previously equilibrated in PBS. Chromatography was
performed on an Akta FPLC system (Amersham Biosciences) at a flow rate of
0.3 ml/min at room temperature and the absorbance was monitored at 280 nm.
The column was calibrated using protein molecular mass standards under the

same conditions.

2.4. Cross-linking assay. Cross-linking experiments were carried out as
previously described [16]. Briefly, 80 ul of a 2 mg/ml solution of each
recombinant protein in PBS were incubated with 0.1% glutaraldehyde (v/v) at
room temperature. Ten-microliter aliquots were withdrawn at different times and
reactions were stopped by adding SDS sample buffer and boiling for 5 min.
Cross-linked products were analyzed under reducing conditions on 15% SDS-

PAGE and detected by Coomassie blue staining.

2.5. Circular dichroism spectroscopy. Circular dichroism (CD) spectra were
acquired on a Jasco J810 spectropolarimeter at 20°C in 1 mm path-length cells,
using a 50 nm/min scanning rate and a spectral bandwidth of 0.5 nm. Protein
CD spectra were recorded at 2.5 uM, 40 uM, 35 uM and 45 uM for AgB,

AgB8/1, AgB8/2 and AgB8/3, respectively, over the range of 195-260 nm in
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buffer containing 10 mM of Na,HPO,4 and 5.5 mM of NaCl, pH 7.2. Ellipticity
was reported as the mean residual ellipticity [0] (deg cm? dmol™”). For the
recombinant proteins, the number of residues used corresponded to that of
individual monomers. For the purified AgB, the number of residues was
estimated as for a 120 kDa protein. The CDNN deconvolution program [17] was
employed to estimate the ratio of secondary structure elements in CD spectra.
Proteins were also subjected to thermal unfolding from 20°C at 95°C, with a
scan rate of 1°C/min. Thermal stability was measured at 222 nm using 0.5°C
intervals and CD spectra were collected at 5°C intervals over the ranges of 195-
260 nm and 200-260 nm for recombinant proteins and purified AgB,
respectively. Refolding assays were started at 95°C and the temperature was

lowered to 20°C, with concomitant monitoring of ellipticity at 222 nm.

2.6. Limited proteolysis assay. Recombinant AgB8 subunits were subjected to
proteolysis using trypsin, chymotrypsin and proteinase K at ratios of 1:100,
1:100 and 1:1000 (w/w), respectively. Digestion was performed with 1 mg/ml of
recombinant AgB8 oligomers in PBS at 37°C. Aliquots were removed at
different time intervals and the reactions were stopped with the addition of
loading buffer containing 1 mM PMSF, followed by boiling for 5 min. Proteolysis

products were resolved on Tricine-SDS-PAGE gels.

2.7. Fluorescence spectroscopy. Fluorescence emission spectra were collected
on an Aminco Bowman Series || Luminescence Spectrometer (SLM Aminco,
Spectronic Instruments) using a protein concentration of 10 uM in PBS. For

tryptophan intrinsic fluorescence, the samples were excited at 280 nm and the
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emission spectra were recorded from 300 to 400 nm. An excitation wavelength
of 274 nm was used in tyrosine fluorescence measurements and the emission
spectra were recorded from 285 to 400 nm. Proteins denatured with 6 M

guanidine hydrochloride were used as experimental controls.

2.8. Modeling of AgB subunits. The primary sequences were assembled using
the Swiss PDB-Viewer software (http://www.expasy.org/spdbv). The structures
obtained were independently heated to 1000 K for 5 ps in vacuum and
subsequently cooled slowly to 310 K. Each structure was solvated in boxes
containing SPC water [18], Na* and CI ions in physiological concentration. The
systems were equilibrated for 2.0 ns and subsequently simulated using the
GROMACS software [19] for 3.0 ns. The simulation temperature was 310 K at a
pressure of 1 bar for weak coupling of a Berendsen thermostat [20] with
coupling constant of 1,=1.0 ps. The LINCS [21] and SETTLE [22] methods
allowed the use of an integration step of 2 fs. A cut-off of 1.4 nm was used with
periodic conditions. The electrostatic interactions were calculated using the
PME method [23]. The average configuration obtained in the last nanosecond of
simulation was used for surface electrostatic potential calculation with the APBS

software [24], which resolves the Poisson-Boltzmann equation for the system.

3. Results and discussion
3.1. Self-assembly of AgB8 recombinant subunits

The oligomeric state of individual AgB8 recombinant subunits in solution
was monitored by DLS, size exclusion chromatography and glutaraldehyde

cross-linking. DLS yields the hydrodynamic radius of a species in solution and
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thus reflects its state of oligomerization [25]. DLS measurements showed radii
of 3.8 nm, 4.8 nm, and 5.3 nm for AgB8/1, AgB8/2 and AgB8/3, respectively,
which are larger than the radius expected for a monomeric 8 kDa protein. This
clearly indicated that these proteins spontaneously associate into high order
multimers. The apparent molecular masses, estimated from hydrodynamic radii
of particles, were 96 kDa, 193 kDa and 266 kDa for AgB8/1, AgB8/2 and
AgB8/3, respectively.

Subsequently, we examined the oligomeric state of recombinant AgB8
subunits by size exclusion chromatography (Fig. 1). The elution profiles
revealed major components of 125 kDa, 164 kDa and 113 kDa for AgB8/1,
AgB8/2 and AgB8/3, respectively. Secondary peaks containing oligomers of
higher molecular masses were observed for the three proteins, that, in the case
of AgB8/3, corresponds to approximately 227 kDa, and are less defined in
AgB8/1 e AgB8/2 size-exclusion chromatography profiles. The molecular
masses estimated from the chromatography analysis were consistent with those
estimated from DLS and the deviations were probably due to the non-spherical
shape of AgB8 oligomers. Based on the molecular masses calculated from size-
exclusion chromatography, the homo-oligomers would consist of approximately
16 AgB8/1, 20 AgB8/2 and 14-29 AgB8/3 monomers.

The two peaks observed in size exclusion chromatography suggest the
existence of two major populations, with different states of oligomerization. In
agreement with this scenario, Oriol et al. [2] reported that the Sephadex G-200
separation profile of an parasite enriched HF fraction showed three major
peaks, corresponding to 2320 kDa, ~240 kDa and ~160 kDa. AgB was found in

all of them, although it was obtained in a more purified form from the third one
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(~160 kDa). When this ~160 kDa fraction was reloaded on the column, it again
produced the three peaks of the original profile, which was suggestive of the
existence of AgB in several distinct forms of aggregation that would be in
reversible equilibrium. This situation is mimicked, at least in a certain extent, by
the recombinant AgB8 subunits.

The self-association of AgB subunits was further confirmed by
glutaraldehyde cross-linking experiments. Fig. 2 shows a time course where a
progressive transition of the monomeric form of AgB subunits into high
molecular mass oligomers took place with increasing times of cross-linking. The
cross-linked products presenting molecular masses of approximately 100 kDa
and >200 kDa, probably represent the major populations resolved by size-
exclusion chromatography. The kinetics of multimer cross-linking was different
for the three proteins, with oligomers starting to appear after 30, 5, and 1 min of
cross-linking for AgB8/1 (Fig. 2A), AgB8/2 (Fig. 2B), and AgB8/3 (Fig. 2C),
respectively. Shorter cross-linking times denote closer interactions, indicating a
relation AgB8/3 > AgB8/2 > AgB8/1 regarding the association affinity between
subunits within the corresponding homo-oligomers.

DLS, size exclusion chromatography and cross-linking analyses
indicated that AgB8 recombinant subunits in solution are able to self-assembly
into high molecular mass oligomers, in a non-covalent manner, with molecular
masses close to that of purified AgB (120-160 kDa). The recombinant proteins
apparently have an intrinsic tendency to form populations with different states of
aggregation, as the purified AgB. However, unlike purified AgB, the recombinant
oligomers completely dissociate in monomers on SDS-PAGE. Post-translational

modifications, previously suggested for AgB subunits, such as lipidation [2], and
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unavailable for their recombinant counterparts could be responsible for the
stability of the AgB multimers with low molecular masses (16, 24 or 32 kDa)
under SDS-PAGE denaturing conditions. Differential non-covalent interactions
with hydrophobic ligands, demonstrated for both purified AgB and recombinant
AgB subunits [9] may also play a role in different levels of oligomer stabilization

and deserve future investigation.

3.2. Secondary structure and thermostability of recombinant and purified
oligomers

In order to obtain information about oligomer structure and stability, the
proteins were analyzed by CD. The CD spectra were indicative of a high a-
helical content, with double minima at 208 and 222 nm (Fig. 3), both for the
recombinant oligomers and purified AgB. Spectra deconvolution with CDNN
indicated a secondary structure ratio of ~35-40% a-helix, ~33% random coil and
~17% pB-turn, which are consistent with values previously described [3,26].
Under thermal denaturation, the CD signal at 222 nm showed a relatively small
loss of signal, indicating that proteins maintained most of their secondary
structures (Fig. 4). Refolding assays demonstrated that even the small loss of
secondary structure content under thermal denaturation was reversible (data
not shown). The oligomer stability is most probably due to the highly organized
quaternary structure. These data support previous studies which described AgB
as an antigenically thermostable lipoprotein [2] and demonstrate that the
recombinant and purified oligomers are very similar in secondary structure
content and thermostability. Such degree of similarity with purified AgB, make

the recombinant AgB8 homo-oligomers useful models to study structural and
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functional aspects of AgB. The availability of these recombinant AgB8 homo-
oligomers can be helpfull to overcome problems associated to structural and
functional characterization of parasite-produced oligomers, with unknown and
probably heterogeneous subunit composition [13, 27] and post-translational

modifications.

3.3. Insights into oligomer conformation

In order to obtain information on oligomer conformation, we performed
limited proteolysis and intrinsic fluorescence experiments. Limited proteolysis
has been widely used to probe conformational features of proteins, such as
compactness, and to identify protein domains [28,29]. We digested recombinant
oligomers with trypsin and chymotrypsin, proteases with trypsin-like specificity,
and proteinase K, a non-specific proteolytic enzyme. AgB susceptibility to
proteolytic digestion was not assessed due to its unknown post-translation
modification content, which would probably interfere with the digestion outcome.
Fig. 5 shows the proteolytic products of the recombinant oligomers with the
panel of proteases as a function of incubation time. AgB8/1 and AgB8/2
oligomers were partially or fully digested by protease treatment, while AgB8/3
remained mostly intact throughout the course of the experiment. The AgB8/3
oligomer higher resistance to proteolysis denotes a conformation more stable
than that of the other two recombinant oligomers. Such a different stability is
consistent with the observation that recombinant AgB8/3 yields in E. coli are
higher than those of AgB8/1 and AgB8/2 (see Materials and methods section),
since a direct relationship is expected between recombinant protein stability and

its expression level [30]. Since all proteins are equally stable at higher

42



temperatures and show similar secondary structure content and number of
cleavage sites, the proteolysis assays point to a higher compactness of the
AgB8/3 oligomeric structure. AgB8/1, on the other hand, was the more labile
oligomer, showing digestion products as soon as a protease was added (time 0
in Fig. 5) and full digestion at final times, reflecting a more loose association
between subunits. The observed AgB8/1, AgB8/2 and AgB8/3 differential
susceptibility to protease treatment is in agreement with our cross-linking results
(see Fig. 2), reinforcing the idea that AgB8/3 oligomers would have a more
compact structure.

Initial host responses to the establishment of hydatid cysts involve
infiltration of innate immune system cells [31] and one of their effector
mechanisms is the production and secretion of proteolytic enzymes. With that in
mind and considering that AgB is a major component of the HF, the differential
susceptibility of AgB8 subunits to protease digestion and their representativity
and relative contribution to the structure of AgB oligomers would be of major
concern to understand possible functional relationships between AgB and host
proteases within the hydatid cyst. In the same context, intracellular proteolysis
is a key step in antigen presentation events and an increase in protein stability
is known to reduce the antigenicity of proteins [32,33]. Therefore, AgB8/3 three
dimensional structure could potentially limit its processing and presentation to
helper T-cells, which may explain, at least in part, why this subunit elicits a
lower specific humoral response in hydatid disease patients than that elicited by
AgB8/1 or AgB8/2 [4; our unpublished data].

To determine the tryptophan and tyrosine microenvironments in oligomer

structures we performed intrinsic fluorescence experiments. AgB8/2
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fluorescence presented a maximum emission near 330 nm, indicating that the
single AgB8/2 Trp residue (Trp16 in mature protein) is in a hydrophobic
environment (Fig. 6A). The same was observed for purified AgB oligomers,
indicating that they include Trp-containing AgB8 subunits and that the AgB8 Trp
residues would be also buried into the oligomer structure. Trp residues are not
present in AgB8/1 and AgB8/3 proteins, but they contain Tyr residues, which
can also be used to measure the intrinsic fluorescence of a protein. The AgB8/1
and AgB8/3 fluorescence emission spectra showed a maximum at 303 nm (Fig.
6B), which is consistent with the fluorescence emission of free or water-
exposed Tyr residues. A single tyrosine residue (Tyr59 in mature protein) is
found at the C-terminal end of AgB8/3, indicating that this region of the
monomer is exposed to the solvent in oligomer conformation. On the other
hand, the exposed single AgB8/1 Tyr residue (Tyr20 in mature protein)
occupies a position near the N-terminal end of the subunit, close to that of
Trp16 in AgB8/2, which, in contrast, was found to be buried in the oligomeric
structure. To explain the solvent exposure of the immunogenic N-terminus of
AgB8/1 (p38), Gonzalez et al. [26] proposed a model in which there is an
intramolecular bent of an a-helix over itself, due to the distribution of
hydrophobic residues. In such conformation, the predicted epitope containing
the Tyr20 residue (EVKYFFER, residues 17-24) would be fully solvent exposed.
Based on our results with recombinant AgB8 oligomers, we now propose that
intermolecular in addition to or instead of intramolecular hydrophobic
interactions would be the determinants of the AgB8/1 subunit conformation in

which its N-terminus, including Tyr20, is solvent exposed.
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3.4. Possible electrostatic and hydrophobic interactions in oligomers formation

To help us to identify possible interactions involved in oligomer formation,
we constructed structural models of AgB8/1, AgB8/2, and AgB8/3 subunits and
calculated the electrostatic potential of their surfaces (Fig. 7). In our models,
AgB8 subunits consist of an elongated o-helix with a short coil region
determined by the Pro-X-Gly pair (DPLG region), as proposed in the p38 model
[26]. For AgB8/1 (Fig. 7A), the model predicted a somewhat scattered charge
density distribution, although a predominantly hydrophobic face could be
defined. AgB8/2 presented, in its central portion, a region of low polarity,
approximately neutral, but also restricted to only one face of the helix (Fig. 7B).
For AgB8/3 (Fig. 7C), a similar configuration was observed, but with a more
pronounced charge separation. Therefore, the molecules would behave as a
facial amphiphile, hydrophilic in one face and hydrophobic in the other. From
these models, we can infer that the amphiphilic subunits could self-assembly
into oligomers accomodating their hydrophilic and hydrophobic surfaces, so that
non-polar regions would be segregated from the solvent in a hydrophobic core
and polar regions would be exposed to solvent. This would form a multimeric
structure thermodynamically more stable than individual monomers. The
hydrophobic effect is considered the principal driving force for all protein-protein
associations [34,35], and amphiphilic a-helices, such as those predicted for AgB
subunits, seem to be involved in the oligomerization of some proteins, such as
eye lens a-crystallin [36,37] and dynamin [38].

Due to a more diffuse charge distribution in AgB8/1 surface, we can
suggest that its oligomerization tendency would not be so pronounced as that of

AgB8/2 or AgB8/3, in which aggregation would be favored. This prediction is in
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agreement with our results from size exclusion chromatography, cross-linking
and limited proteolysis experiments, which are indicative of a less aggregative
character for AgB8/1 and a less compact structure for the corresponding
oligomer.

In conclusion, the results reported here demonstrated, for the first time,
that AgB8 recombinant subunits self-assembly into high molecular mass homo-
oligomers with structural features similar to those of the parasite-produced AgB.
Besides, the molecular modeling of AgB8 subunits helped us to identify
surfaces possibly involved in electrostatic and hydrophobic interactions
responsible for homo-multimers formation. Although our results helped to shed
some light on AgB structural properties, other experimental approaches,
including the analysis of mutagenized subunits, will be necessary to confirm
theoretical predictions and to explain how different subunits could interact with
each other and with other molecules (such as hydrophobic ligands) in the
context of AgB oligomer. Studies on AgB oligomerization may help in the design
of drugs that inhibit or interfere with protein-protein interactions [39,40],
disturbing oligomer function and/or stability. The elucidation of the overall
structure of an AgB8 oligomer is likely to require crystallographic studies, and,
with that in mind, screenings to obtain crystals of the AgB8 recombinant

oligomers have already been started by our group.
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Legends
Fig. 1. Gel filtration analysis of recombinant AgB8 oligomers. Elution profiles of

AgB8/1 (solid line), AgB8/2 (dashed line) and AgB8/3 (dotted line) oligomers
chromatographed on a Superdex 200 column. Blue dextran (BD), catalase (232
kDa), aldolase (158 kDa), albumin (66 kDa), ovalbumin (43 kDa), and
ribonuclease (13.7 kDa) were used as molecular mass standards and their

positions are indicated by arrowheads (top).

Fig. 2. Cross-linking of AgB8/1 (A), AgB8/2 (B) and AgB8/3 (C) recombinant
oligomers. Proteins were cross-linked with 0,1% of glutaraldehyde for 0.5, 1, 5,
10, 20, 30 and 60 min, as indicated (top), and separated on 15% SDS-PAGE
followed by Coomassie blue staining. The gray and black arrows indicate the
cross-linked products of approximately 100 and >200 kDa, respectively.

Molecular mass standards (lane M) are indicated on the left.

Fig. 3. Far UV CD spectra of recombinant AgB8 oligomers and purified AgB
acquired at 20°C in buffer containing 10 mM NaHPO,4 and 5.5 mM NaCl, pH
7.2. CD spectra are typical of a-helical proteins with double minima at 208 and

222 nm.

Fig. 4. Thermal denaturation of recombinant AgB8 oligomers and purified AgB
monitored by circular dichroism. CD spectra of (A) 40uM AgB8/1, (B) 35uM
AgB8/2, (C) 45uM AgB8/3, and (D) 2.5uM AgB are showed at 20°C (solid line)

and 95°C (dashed line).
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Fig. 5. Coomassie stained Tricine-SDS-PAGE gels of recombinant AgB8
proteolysis products following digestion with (A) trypsin 1:100 (w/w), (B)
chymotrypsin 1:100 (w/w) and (C) proteinase K 1:1000 (w/w). Aliquots were
removed at different time intervals and the reactions were stopped with the
addition of 1mM PMSF and loading buffer, followed by boiling. The incubation
times are indicated on the top of each lane and molecular mass standards (lane

M) are indicated on the left.

Fig. 6. Fluorescence analysis of AgB8 oligomers. (A) Intrinsic fluorescence of
tryptophan excited at 280 nm was analyzed in the 300-400 nm range; AgB8/2
unf. (unfolded control, solid line); AgB8/2 (dashed line); AgB (dotted line). (B)
Fluorescence emission spectra of AgB8/1 and AgB8/3, acquired at an excitation
wavelength of 274 nm; AgB8/1 unf. (unfolded control, solid line); AgB8/1
(dashed line); AgB8/3 (dotted line). AgB8/2 or AgB8/1 oligomers denaturated

with 6 M guanidine-HCI were used as unfolded controls.

Fig. 7. Surface electrostatic potential calculations with the APBS software for
AgB subunits (A) AgB8/1, (B) AgB8/2 and (C) AgB8/3. High (negative) and low
(positive) electronic density surfaces are indicated by different tones, from light
gray to black, respectively. Bubble volumes are proportional to electrostatic
potential, with the smaller ones evidencing neutral (hydrophobic) regions. The
models are oriented from their N to C-terminal ends from left to right, and in a

view that favors the visualization of the hydrophobic face.
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CAPITULO I

Tentativas de cristalizacdo de oligdbmeros recombinantes de AgB8/3

Neste capitulo, sdo apresentadas as tentativas de cristalizagdo de oligbmeros
recombinantes de AgB8/3. Nas triagens iniciais das condi¢des de cristalizagao
foram testadas 288 condi¢cbes de kits comerciais, onde foram obtidos trés
cristais. Os cristais de melhor qualidade foram submetidos a difragao de raios
X, apresentando resolucdes maximas de 8 A. Embora néo tenha sido possivel
a coleta de dados estruturais da proteina devido a baixa resolugao da difracao,
as condigdes iniciais de cristalizacdo podem ser refinadas para a obtencao de

cristais de melhor qualidade.
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1. Material e Métodos

1.1. Producéo e purificagao de oligdmeros de AgB8/3
A metodologia referente a produgdo e purificagdo da subunidade
recombinante AgB8/3 esta descrito no CAPITULO |, secdo Material and

Methods, Protein expression and purification.

1.2. Separacédo dos oligbmeros de AgB8/3

Os oligbmeros foram, inicialmente, separados em cromatografia de gel
filtragdo Superdex 200 HR 16/60 no sistema Akta FPLC, com fluxo de 0,5
ml/min a temperatura ambiente, e a absorbancia foi monitorada a 280 nm. As
fragcbes foram analisadas por espalhamento de luz dinamico (DLS), como
descrito no CAPITULO |, secdo Material and Methods, Dynamic light scattering
measurements (DLS), e aquelas que apresentaram menor polidispersao, ou
seja, maior homogeneidade, foram escolhidas para a triagem de cristalizagao.
Essas fracbes foram, entdo, misturadas e concentradas para uma

concentracgéo final de 11,5 mg/ml em PBS.

1.3. Cristalizac&o de oligbmeros recombinantes de AgB8/3

O método utilizado para a cristalizagao da proteina foi o de difusdo de
vapor por gota pendurada (Fowlis et al., 1988). Para o screening das condi¢des
de cristalizagao foram utilizados os kits comercias de cristalizagao da Hampton
Research, Crystal Screen™, Crystal Screen2™ e Index™, e os kits da Emerald
BioStructures, Wizard I™ e Wizard II'V, totalizando 288 condicdes. Os kits

Crystal Screen™ e Wizard™ s3o baseados no método de sparse matrix screen
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(Jancarik & Kim, 1991), enquanto o kit Index'™ combina caracteristicas das
metodologias Grid Screen, sparse matrix e incomplete factorial. Foram
utilizados 200 ul de solugcdo por pogo e a gota de cristalizagdo consistiu na
proporgao proteina/solugédo de 2:2 (ul:ul). Os ensaios foram realizados em
placas de 48 pocos a 18°C. Os cristais foram visualizados em lupa e aqueles

que apresentaram maior tamanho foram submetidos a difragcao de raios X.

1.4. Difragao de raios X

Os cristais selecionados foram coletados com alca de nailon e
transferidos para solugdes crioprotetoras (solucdo do pogo acrescida e
etilenoglicol para uma concentragao final de 10%), a n&o ser em casos que a
solugdo do pogo ja contivesse compostos crioprotetores. Os cristais foram
congelados rapidamente (flash-frozen) através de exposicdo ao jato de
nitrogénio do gerador de raios X. Os dados de difragcao foram coletados a 100K
utilizando a linha de raios X do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),

Campinas.
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2. Resultados

2.1. Producao e purificagdo de oligdbmeros de AgB8/3
Os resultados da producao e purificagcdo dos oligbmeros de AgB8/3
encontram-se no CAPITULO |, secdo Material and Methods, Protein expression

and purification.

2.2. Separacdao dos oligbmeros de AgB8/3

As fragdes da gel filtracdo correspondentes aos volumes de eluicéo 72,5
ml até 79,5 ml apresentaram menor polidispersdo na analise por DLS (~11-
12%), sendo, portanto, escolhidas para utilizagdo nos ensaios de cristalizagao.

Essas fragdes correspondem ao menor oligbmero de AgB8/3 (Fig. 1).

2.3. Cristalizacdo dos oligbmeros recombinantes de AgB8/3

A partir do screening inicial de cristalizagao foram obtidos cristais em
trés diferentes condigbes (Fig. 2). Os cristais obtidos na condigdo 19 do kit
Crystal Screen (0,2 M acetato de aménia; 0,1 M Tris-Cl, pH 8,5; 30% v/v 2-
propanol) formaram-se em menos de 24 h, apresentando-se como varios
cristais hexagonais de pequeno tamanho. Na condigdo 1 do mesmo kit (0,02M
cloreto de calcio dihidratado; 0,1 M acetato de sddio trihidratado, pH 4,6; 30%
viv (+/-)-2-metil-2,4-pentanediol) e na condigdo 24 do kit Crystal Screen2
(0,05M cloreto de césio; 0,1M MES, pH 6,5; 30% v/v Jeffamine® M-600),
formaram-se, em 7 dias e aproximadamente 2 meses, respectivamente, cristais
maiores € de melhor qualidade. Estes dois ultimos cristais foram, entao,

analisados em experimentos de difragcao de raios X.
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Figura 1. Gel filtracdo do oligbmero de AgB8/3. Perfil de eluicdo de AgB8/3
na coluna Superdex 200 HR 16/60. As fragcdes correspondentes aos volumes
de eluicdo 72,5 até 79,5 ml foram utilizadas nos ensaios de cristalizagdo do

oligbmero.

2.4. Difracao de raios X

Os cristais preliminares de oligbmeros de AgB8/3, obtidos nas triagens
de condigdes iniciais de cristalizagdo, que apresentaram maior tamanho (Fig. 2
B e C) foram testados em experimentos de difracdo de raios X. Estes cristais
difrataram a resolu¢cdes maximas de 8 A, apresentando, portanto, resolugéo

insuficiente para permitir a obtencédo de dados estruturais da proteina.
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Figura 2. Cristais de oligbmeros de AgB8/3 obtidos pelo método de

difusdo de vapor em gota pendurada a 18°C. (A) Crystal Screen, condigao
19 (0,2 M acetato de amoénia; 0,1 M Tris-Cl, pH 8,5; 30% v/v 2-propanol); (B)
Crystal Screen, condigao 1 (0,02M cloreto de calcio dihidratado; 0,1 M acetato
de saodio trihidratado, pH 4,6; 30% v/v (+/-)-2-metil-2,4-pentanediol); (C) Crystal
Screen2, condicdo 24 (0,05M cloreto de césio; 0,1M MES, pH 6,5; 30% v/v
Jeffamine® M-600). Aumento de 10X.
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3. Discusséao geral e conclusdes

Nossos resultados mostraram que as subunidades recombinantes do
AgB, AgB8/1, AgB8/2 e AgB8/3, sdo capazes de formar homo-oligdbmeros com
caracteristicas estruturais semelhantes a da proteina purificada de liquido
hidatico, como massa molecular, tendéncia agregativa, conteudo de estrutura
secundaria e termoestabilidade. Através da modelagem molecular das
subunidades do AgB, foi possivel calcular a superficie de potencial eletrostatico
das mesmas, permitindo a inferéncia de um mecanismo de oligomerizagao
envolvendo interacdes eletrostaticas e hidrofdbicas de a-hélices anfifilicas.

Nosso modelo de oligomerizagdo das subunidades do AgB é reforgado
pelo fato do efeito hidrofébico ser a principal forga atuante nas associacdes
proteina-proteina durante a oligomerizagdo de moléculas (Young et al., 1994;
Tsai et al., 1997). As consequéncias do efeito hidrofébico em monémeros de
proteinas oligoméricas podem também ser observadas na disparidade das
frequéncias dos aminoacidos entre as interfaces e o resto da superficie, com os
residuos hidrofébicos apresentando uma tendéncia de ocorrer na interface
mais do que em contato com o solvente, enquanto os residuos polares
geralmente preferem o contato com o solvente (Ponstingl et al., 2005). Essa
situagdo € ilustrada na modelagem da por¢cdao N-terminal da subunidade
AgB8/1 (p38) por Gonzalez & Cachau (2003), onde se percebe claramente uma
distribuicdo preferencial de residuos hidrofébicos e hidrofilicos na superficie do
mondmero. Pelo nosso modelo de oligomerizagédo, os residuos hidrofébicos
localizariam-se preferencialmente na interface, enquanto os residuos

hidrofilicos ficariam em contato com o solvente, solvatando o oligbmero.
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Outro fator que corrobora nosso modelo de formagao dos oligdmeros de
AgB, é a participacao de a-hélices anfifilicas na formagao de outras proteinas
oligoméricas. Para a proteina dinamina, o calculo da superficie de potencial
eletrostatico revelou a presenca de a-hélices anfifilicas no dominio responsavel
pela oligomerizacdo da molécula (Fig. 3.1), sugerindo o envolvimento de
interacbes eletrostaticas e hidrofébicas na formagao do oligbmero. A
participacao de interagdes hidrofobicas foi confirmada pela analise de mutantes
contendo a troca €697 por Ala697, o que diminui sensivelmente a

oligomerizagcdo da molécula (Chugh et al., 2006).

Figura 3.1. a-hélice anfifilica

envolvida na oligomerizacdo da

‘a‘ : proteina dinamina. (A) e (C) mostram

N duas faces opostas da hélice, e (B)
Gin654 lle&97 mostra uma representagdo da a-hélice
B SRR Ty706 apontando o residuo envolvido na
c

oligomerizacdo da molécula (11e697).

Em azul regides com potencial positivo,

em vermelho com potencial negativo e
em branco as superficies neutras.
Modificado de Chugh et al. (2006).

A importancia de interacbes anfifilicas para a formacdo da estrutura
oligomérica da proteina o-cristalina, foi demonstrada através da interacéo da
proteina com detergentes neutros e anfifilicos, observando-se uma reducao na
massa molecular da proteina oligomérica a medida que a concentragédo do
detergente era aumentada, até a desrrupcdo da estrutura em mondmeros
individuais (Aerts et al., 1997). Essa abordagem demonstra a importancia de

interagcdes polares e nao-polares na estrutura secundaria, terciaria e
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quaternaria da proteina, uma vez que detergentes contém uma parte
hidrofdbica que pode mimetizar as interagdes hidrofébicas entre os peptideos
na estrutura oligomérica. A importancia de interagdes polares pdde ser testada
pelo uso de diferentes classes de detergentes polares. A participacao efetiva
de interagdes anfifilicas na formacgao da a-cristalina reafirma o modelo proposto
para o oligbmero desta molécula (Fig. 3.2), baseado no modelo micelar onde
moléculas anfifilicas orientam-se de forma que suas regides apolares sejam

segregadas do solvente (Walsh et al., 1991).

(B)

Figura 3.2. Modelo proposto para o oligdbmero da a-cristalina. (A) Primeira
camada composta de 12 subunidades; (B) Primeira e segunda camadas,
compreendendo 18 subunidades; (C) Primeira, segunda e terceira camadas,
perfazendo um total de 42 subunidades. A porcao hidrofobica das subunidades é

representada em preto. Modificado de Walsh et al. (1991).

A oligomerizagdo de moléculas traz algumas vantagens em relagao as
formas monoméricas (D'Alessio, 1999; 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 ligagdo a compostos hidrofébicos, bem como apresentar

uma maior estabilidade contra degradagéo e desnaturagao.
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Nossas analises também demonstraram uma maior compactagao e
estabilidade do oligdbmero de AgB8/3. Uma vez que esta subunidade apresenta
maior tendéncia agregativa, compactacdo e estabilidade, e parece ter uma
expressao constitutiva em protoescoélices (Kamenetzky et al.,, 2005a), ela
poderia atuar como "centro de nucleagao" dos oligbmeros de AgB, a partir do
qual outras subunidades se agregariam na formagdo de um possivel hetero-
oligbmero.

A possibilidade da hetero-oligomerizagdo das subunidades
recombinantes do AgB nao foi testada neste trabalho, devido ao fato de que as
proteinas recombinantes purificadas sao obtidas ja sob a forma de homo-
oligbmeros, nado sendo possivel a mistura de subunidades para este fim.
Experimentos de co-expressdo serdo, portanto, necessarios para testar a
interacao entre diferentes subunidades na formacao de uma estrutura hetero-
oligomérica.

Para resolver a estrutura do AgB e elucidar seu mecanismo de
oligomerizagao, foram realizadas, neste trabalho, tentativas de cristalizagao do
oligbmero recombinante de AgB8/3. A subunidade AgB8/3 foi escolhida para os
ensaios de cristalizagdo uma vez que apresenta maior rendimento na producao
em E. coli, possibilitando o teste de um maior nimeros de condicbes de
cristalizagao. Os cristais obtidos n&o difrataram a resolucdes suficientes para a
coleta de dados, porém, as condigdes iniciais de cristalizagdo podem ser

refinadas para a obtencao de cristais de melhor qualidade.
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4. Perspectivas

Este trabalho tem como perspectivas testar a possibilidade da hetero-
oligomerizagcdo das subunidades recombinantes do AgB, através da co-
expressdo de subunidades. Caso as moléculas nao se apresentem
oligomerizadas no momento da sua expressao em fusao com a GST, a hetero-
oligomerizacado pode ser verificada através da mistura dos sobrenadantes de
cultura das diferentes subunidades e subsequente co-purificagdo. Com os
hetero-oligbmeros formados, pretende-se realizar uma caracterizagao estrutural
semelhante a realizada neste trabalho para os homo-oligdmeros.

O melhor entendimento da oligomerizagdo do AgB, através de
experimentos envolvendo mutagénese, deleg¢des e interagdo com detergentes,
utilizando os oligbmeros recombinantes como modelo, pode ajudar no
desenvolvimento de drogas que inibam ou interfram com as interagdes
proteina-proteina, levando a perda de fungao e/ou estabilidade da molécula
(Zutshi et al., 1996; Pérez-Montfort et al., 2002). Ja existem alguns esforgos
nestes sentido para proteinas virais, principalmente para a protease, integrase
e transcriptase reversa de HIV (Schramm et al.,, 1996; Sourgen et al., 1996;
Zutshi et al., 1997), e enzimas de parasitos (Pérez-Montfort et al., 2002).

E, também, uma importante perspectiva deste trabalho, a realizagéo de
screenings de cristalizagdo com os homo-oligbmeros de AgB8/1 e AgB8/2.
Bem como, refinar as condigdes iniciais de cristalizagdo dos oligbmeros de
AgB8/3, na tentativa de obter cristais de melhor qualidade para os ensaios de
difracado de raios X.

A expressdo e o estudo comparativo de outras subunidades

recombinantes do AgB é também uma perspectiva deste projeto.
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7. Anexos

- E-mail confirmando a submissdo do manuscrito "Self-assembly and structural
characterization of Echinococcus granulosus antigen B recombinant subunit
oligomers" para a revista Biochimica et Biophysica Acta — Proteins and

Proteomics;

- resposta dos referees.
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Mensagem recebida confirmando a submissdo do manuscrito a revista

BBA - Proteins and Proteomics

<bbapro@elsevier.com> -----

Data: Wed, 16 Aug 2006 21:23:00 +0100

De: "BBA - Proteins and Proteomics (ELS)" <bbapro@elsevier.com>
Reponder para: "BBA - Proteins and Proteomics (ELS)"
<bbapro@elsevier.com>

Assunto: BBA - Proteins and Proteomics: Submission Confirmation
Para: henrique@cbiot.ufrgs.br

Title: Self-assembly and structural characterization of Echinococcus granulosus
antigen B recombinant subunit oligomers

Corresponding Author: Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira

All Authors: Karina M. Monteiro; Sandra M. N. Scapin; Marcos V. A. S. Navarro,
PhD; Nilson I. T. Zanchin, PhD; Mateus B. Cardoso, M.Sc.; Nadya P. da
Silveira,

PhD; Paulo F. B. Gongalves, PhD; Hubert K. Stassen, PhD; Arnaldo Zaha,
PhD;

Henrique Bunselmeyer Ferreira, PhD

Dear Dr. Ferreira,

This is to confirm that the above-mentioned manuscript has been received for
consideration in BBA - Proteins and Proteomics.

You will be able to check on the progress of your manuscript by logging on to
the Elsevier Editorial System as an author:

http://ees.elsevier.com/bbapro/

Your username is: hbferreira

Your password is: ferreira93186

Your paper will be given a manuscript number shortly and you will soon receive
an e-mail with this number for your reference.

Thank you for submitting your work to BBA - Proteins and Proteomics. Should
%Zl\J/e any questions, please feel free to contact our office.

Sincerely,

Rachel Carpenter

Editorial Office
BBA - Proteins and Proteomics
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Mensagem recebida com aresposta da revista

e as modificacdes sugeridas pelos revisores

From: "BBA - Proteins and Proteomics (ELS)" <bbapro@elsevier.com>
To: <henrique@cbiot.ufrgs.br>

Subject: BBAPRO-06-244: Decision

Date sent: Tue, 19 Sep 2006 14:47:03 +0100

Manuscript No.: BBAPRO-06-244

Title: Self-assembly and structural characterization of Echinococcus granulosus
antigen B recombinant subunit oligomers

Article Type: Regular Paper

BBA Section: BBA - Proteins and Proteomics

Corresponding Author: Dr. Henrique Bunselmeyer Ferreira

All Authors: Karina M. Monteiro; Sandra M. N. Scapin; Marcos V. A. S. Navarro,
PhD; Nilson I. T. Zanchin, PhD; Mateus B. Cardoso, M.Sc.; Nadya P. da
Silveira, PhD; Paulo F. B. Gongalves, PhD; Hubert K. Stassen, PhD; Arnaldo
Zaha, PhD; Henrique Bunselmeyer Ferreira, PhD

Submit Date: Aug 16, 2006

Dear Dr. Ferreira:

On behalf of the Executive Editors of Biochimica et Biophysica Acta, | would like
to thank you
for submitting the above-named article to BBA - Proteins and Proteomics.

| am pleased to inform you that your paper is, in principle, acceptable for
publication. The reviewers, whose comments are enclosed below, indicate that
the manuscript is of interest to the field, and they recommend publication after
some minor modifications. | therefore invite you to answer the points raised by
the reviewers and to amend the manuscript accordingly. | look forward to
receiving your prompt response.

Please submit your revision online by logging onto the Elsevier Editorial System
for BBA -

Proteins and Proteomics as an Author:

http://ees.elsevier.com/bbapro/

Your username is: hbferreira

Your password is: ferreira93186

You can find the manuscript record listed under "Submissions Needing
Revisions". Click
"Submit Revision" to begin the submission process.

When submitting your revised paper, please be sure to include a separate
document
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uploaded as "Response to Reviewers" that carefully addresses, point-by-point,
the issues raised in the comments appended below and describes the
corresponding changes to the manuscript. You should also include a suitable
rebuttal to any specific request for change that you have not made.

The Journal strongly encourages you to submit two versions of your revised
manuscript in order to facilitate the evaluation process: one with changes in the
manuscript marked, as well as an unmarked version (which is required). Please
note that the editorial policy of BBA places a time limit for resubmission of a
revised manuscript at three months. Such a revised manuscript will retain its
original submission date. Manuscripts submitted after three months will be
considered as new submissions.

Thank you, and we look forward to receiving your revised manuscript.
Yours sincerely,

Friedrich Lottspeich, Ph.D.
Executive Editor
BBA - Proteins and Proteomics

Please see Reviewers' comments:
Reviewer #1: Some minor corrections are necessary:
1) In p. 3, 2nd paragraph, "e" should be replaced by "and".

2)Inp. 12, 3.3, line 5, "proteases with trypsin-like specificity" must be deleted,
since it
seems to refer to both, trypsin and chymotrypsin.

Some questions:

1) Have the authors attempted to make mixed oligomers, made up with two or
three of the
recombinant subunits? Would they be more similar to the native antigen B?

2) Can the subunits be maintained as monomers in some particular medium,
and in such
case could NMR be used to determine the actual structure?

Reviewer #2: This is a well-written paper addressing structural characterization
of the Eg Antigen B oligomers using a palette of physico-chemical techniques.
In spite of the fact that the authors do not reach fully conclusive results (as
pointed out in the last paragraph on p 16) the paper presents enough
encouraging data to allow publication with only minor changes, as suggested
below.
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* There are many abbreviations, some of which are explained, but most are not.
Please include an abbreviation list.

* Change "Amersham Biosciences" for "GE Healthcare, Uppsala, Sweden" (or
relevant

Brazil address)

* It would have been helpful to see the primary structures of the three AgB8
constructs used. | thought ref # 12 would give this info, but | could not find it
there.

* Small typo? On p 3 and 9 an "e" is probably meaning "and". Brazilian??

* P9 and Fig 1: A secondary peak for the AgB8/3 is given the value 227 kDa.
Looks much higher in Fig 1 (see the 232 Mw standard)

* P10 and fig 2: The gel concentration chosen to show the end result of
crosslinking seems too tight - there is absolutely no resolution above 100 kDa,
so | suggest to run a looser acrylamide concentration. This will probably make
the starting monomers invisible, so maybe two gel runs with optimized gel
concentration would be informative?

* P12 and Fig 5: The Tricine gel concentration is not given, and also (at least in
my copy) there is no molecular mass standard given (just one band is seen (14
or 10 kDa), so one cannot possibly judge the molecular weights of the end
products of proteolysis. One would assume that at least proteinase K would
produce very small peptides (and with the sequences of the substrates given,
one could have been able to evaluate the outcome of the trypsin and
chymotrypsin experiments).
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