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Introducao

O Echinococcus granulosus é um helminto parasita
pertencente a Classe Cestoda. O desenvolvimento da fase
larval (cisto hidatico) de E. granulosus nas visceras dos
hospedeiros intermediarios € responsavel pela doenca
hidatidose cistica (Fig. 1).

O cisto consiste em uma estrutura esferica unilocular
preenchida por liguido hidatico (Cameron & Webster, 1969)
(Fig. 2). Dentre os componentes do liquido hidatico estao
diversas proteinas, muitas delas relacionadas com a interacao
parasito-hospedeiro.
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Fig.1: Ciclo de Echinococcus granulosus (Modit.de  Fig.2: Cisto hldathO bovino (pulmao).
Laboratory Identification of Parasites of Public Health Concern).

Proteinas moonlighting exibem atividades funcionais,
dentro ou fora da célula, ndo relacionadas a sua funcao

Inicialmente descrita (Jeffery, 1999). Dentre as proteinas ja

descritas como tendo funcOes moonlighting em organismos

parasitas, destacam-se enzimas da via glicolitica, como a

enolase, a aldolase e a LDH (lactato desidrogenase). As
enzimas da via glicolitica de E. granulosus foram identificadas
em diferentes componentes do cisto hidatico (Lorenzatto et al

2012). A presenca de proteinas como essas, incluindo a

lactato desidrogenase (EgLDH), na camada germinativa,
principal interface, e no liquido hidatico de E. granulosus
(Monteiro et al. 2010) sugere a participacao dessas enzimas
em outros processos fisioldgicos, dentre os quais aqueles de
Interacao com o hospedeiro.

Padronizacao da expressao de lactato desidrogenase
de Echinococcus granulosus (EgLDH) em Escherichia col,
para a utilizacao em posteriores estudos funcionais.

Material e métodos

A sequéncia codificadora clonada em pGEX-TEV ja se encontrava
disponivel no laboratorio. A expressao de LDH em fusao com a glutationa-
S-transferase (GST — 26 kDa) foi feita em Escherichia coli BL21 codonplus
RIL a 20°C, sendo CircleGrow o meio de cultura utilizado. A massa
molecular estimada para a proteina de fusédo GST-rEgLDH é de 62 kDa.

A inducéo da expressao foi feita com IPTG nas concentracOes de
0,05 mM e 0,1 mM. Foram testados dois tempos de inducao, por 3h e
overnight (O/N) a 20°C. Apds a inducao, as células foram coletadas por
centrifugacao e entéo lisadas por ultra-sonicacdo para liberar o conteudo
proteico. As amostras foram novamente centrifugadas para separacao das
fracOes soluvel e insolavel.

A uma parte das amostras, fol adicionado Triton X-100 1% para
auxiliar na solubilizacao da proteina de fusao.

A expressdo e a solubilidade da proteina recombinante foram
avaliadas por SDS-PAGE 15%.

As amostras de fracao soluvel analisadas foram resolvidas em
SDS-PAGE 15% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Amersham). Como anticorpo primario foi utilizado soro anti-GST (diluicao
1:5000), e como anticorpo secundario foi utilizado soro anti-MouselgG
(diluicdo 1:5000) (Sigma). Os blots foram revelados com reagente de
deteccao DAB (tetracloridato de 3,3’-diaminobenzidina) (Sigma).

Resultados e discussao

observado que na concentracao de 0,1 mM se
obteve maior quantidade de proteina expressa. Ja em relacao
ao tempo, a inducao O/N mostrou um rendimento maior em
relacéo a 3h (Fig. 3).
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A GST-rEgLDH foi avaliada quanto a sua solubilidade e,
apos a lise celular por sonicacéo, verificou-se a predominancia
da proteina nas frac6es insoluveis.
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A) Expresséo a 20 °C por 3h
1. GST-rEgLDH né&o induzida
2. IPTG 0,05 mM
3.IPTG 0,1 mM

B) Expresséo a 20 °C O/N
1. GST-rEgLDH né&o induzida
2. IPTG 0,05 mM
3.IPTG 0,1 mM
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Fig.3: Teste de expressao da GST-rEgLDH (62 kDa).

A uma parte das amostras, foi adicionado Triton X-100
1% para auxiliar na solubilizac&o da proteina de fusao. Ainda
gue a concentracao de IPTG tenha influenciado na quantidade
de proteina produzida, havendo maior rendimento nas
Inducoes com 0,1 mM, para ambos o0s tempos de inducao, tal
diferenca de concentracao nao interferiu na solubilidade da
proteina apos o tratamento com Triton.
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1. Fracao insoluvel induzida por IPTG 0,05 mM
2. Fracao soluvel induzida por IPTG 0,05 mM
3. Fracao insoluvel induzida por IPTG 0,1 mM
4. Fracéo soluvel induzida por IPTG 0,1 mM

5. Fracao insoluvel induzida por IPTG 0,05 mM
+ Triton X-100 1%.

6. Fracao soluvel induzida por IPTG 0,05 mM
+ Triton X-100 1%

7. Fracao insolavel induzida por IPTG 0,1 mM
+ Triton X-100 1%.

8. Fracao soluvel induzida por IPTG 0,1 mM

'R | + Triton X-100 1%

Fig.4: Teste de solubilidade da proteina GST-rEgLDH (SDS-PAGE 15%) expressa apos
inducdo O/N

Em relacdo ao tempo de inducao, foi observada
Influéncia na solubilidade, sendo que nas inducdoes O/N
encontra-se maior quantidade de GST-rEgLDH na fracao
soluvel, em relacao a inducao por 3h. Apds as analises,
observou-se que a melhor condicao para se obter maior
rendimento de proteina soluvel é a inducao O/N e tratamento
com Triton X-100 1% (Fig. 4 e Fig. 5), independente da
concentracao de IPTG utilizada.

1. Inducgao por IPTG 0,05 mM, 3h.

L, & & =% @ b 2. Inducdo IPTG 0,1 mM, 3h.
4 3. Induc&o por IPTG 0,05 mM, O/N.
4. Inducéo por IPTG 0,1 mM, O/N.
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5. Inducéao por IPTG 0,05 mM + Triton X-
100 1%, 3h.
6. Inducdo por IPTG 0,1 mM + Triton X-

100 1%, 3h.
@ 7 inducio por IPTG 0,05 mM + Triton X-
100 1%, O/N.
8. Inducéo por IPTG 0,1 mM + Triton X-
100 1%, O/N.
9. GST (glutationa-S-transferase).

Fig.5: Western Blot para as fragdes solUveis das condi¢des testadas.

Perspectivas

Este trabalho tem como perspectivas a purificacao da
proteina expressa em fusdo com a GST (GST-rEgLDH) por
cromatografia de afinidade em resina Glutathione Sepharose
4B (GE Healthcare) e recuperacédo da proteina recombinante

livre de GST, possibilitando sua utilizacao em outros estudos.
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