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INTRODUCAO

A hidatidose cistica € uma zoonose causada pelo parasito Echinococcus granulosus. A fase larval, o cisto hidatico (Figura 1), se
desenvolve no interior de 6rgaos como pulmado e figado de ungulados domésticos e acidentalmente o homem (hospedeiros
intermediarios do parasito). No interior do cisto, protoescdlices sao gerados a partir da camada germinativa e quando ingeridos por
canideos (hospedeiros definitivos), desenvolvem-se na forma adulta. Quando os ovos de E. granulosus sao liberados nas fezes do

canideo e ingeridos por ovinos ou bovinos, o ciclo do parasito se completa.

Uma forma de compreender a biologia do parasito e investigar mecanismos de sobrevivéncia do cisto hidatico no hospedeiro é
através da analise de proteinas da forma pré-adulta do parasito E. granulosus!. Nesse contexto, as proteinas 14-3-3 sdo excelente
objeto de estudo, pois fazem parte de uma familia de proteinas altamente conservada que desempenha um papel central em rotas
de sinalizacdo? e na regulacdo de funcoes bioldgicas3# a partir da interacdo com proteinas-alvo®. Ja foram descritas quatro isoformas
de proteinas 14-3-3 em E. granulosus (Eg 14-3-3), sendo duas do tipo zeta ({) e duas do tipo epsilon (g).
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Figura 1: Diagrama esquematico do cisto
hidatico: A: parede do cisto hidatico, B: camada

Este estudo tem como objetivo identificar e caracterizar as proteinas de interacdo com as isoformas {2 e {3 das proteinas Egl4- 8erminativa,  C: camada  laminar,  D:

protoescdlices, E: camada adventicia, as setas

3-3 e determinar o padrdo de expressdo das proteinas Egl4-3-3. Com isso, espera-se obter dados que possibilitem a compreensao jngicam a troca de moléculas entre o parasito e

do papel das 14-3-3 no desenvolvimento do cisto no hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

Determinacao do padrao de expressao

O padrao de expressao da isoforma Egl4-3-3(3 foi analisado em
protoescodlices tanto em corte quanto in toto.

* Em corte

Protoescodlices imobilizados em parafina foram cortados na espessura
de 5 um. Os cortes foram desparafinados em xilol e etanol e para deteccao da
isoforma Eg14-3-3(3 foram utilizados anticorpos anti Eg14-3-3(3 purificados de
anti-soros produzidos em coelhos. Apds, as laminas foram incubadas com o
anticorpo secundario, anti IgG de coelho conjugado com o fluoréforo Alexa
Fluor 488 (Invitrogen). DAPI e faloidina foram adicionados as laminas para
marcacao de nucleo e citoesqueleto respectivamente.

* |n toto:

Os protoescolices sofreram remocao do tegumento na tentativa de
maior penetracao dos anticorpos. O material foi entao fixado em
paraformaldeido 4% por 30 min e tratado com proteinase K para desbloqueio
dos antigenos. Para a deteccao da isoforma Egl14-3-3(3 também foi utilizado
anticorpos isoforma especificos e anti IgG de coelho conjugado com fluordoforo
Alexa Fluor 488 como descrito anteriormente.

Produg¢ao de extratos proteicos

Para a producao de extratos proteicos, protoescolices coletados de cistos
hidaticos de pulmao e figado bovinos foram lavados com PBS e
homogeneizados em tampao contendo inibidores de fosfatases e Mg-ATP para
auxiliar na fosforilacao das proteinas.

Identificacao das proteinas de interacao com Egl14-3-3

Para a identificacao das proteinas que interagem com as isoformas Egl4-
3-302 e Eg14-3-3(3 estas isoformas recombinantes foram marcadas com
reagente SulfoSBED (Pierce, Thermo Scientific), para a realizacdao de ensaios de
cross-linking. Por meio de uma ligacao covalente amida, o complexo 14-3-3-
Sulfo-SBED é formado, e este complexo é entdao incubado com extrato de
protoescdlices para que as proteinas que interagem com as Egl4-3-3 sejam
capturadas pelo reagente. O complexo 14-3-3-Sulfo-SBED-proteina de
interacao é entao reduzido com DTT, ficando a proteina de interacao marcada
com biotina (Figura 2).
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Figura 2: Representacdao esquematica da reacao de reducao do complexo 14-3-3-Sulfo-SBED-proteina de
interacdo. O reagente DTT rompe a ligacao dissulfeto separando o complexo em duas moléculas: uma com a
proteina 14-3-3 e outra com a biotina e a proteina de interacao.

Para recuperar as proteinas de interagdo marcadas com biotina, o
extrato passa por uma coluna de avidina agarose. Como efeito da afinidade da
biotina pela avidina, as proteinas nao biotiniladas saem da coluna, restando
somente as proteinas de interacao com as proteinas Egl4-3-3. Estas proteinas
sao entdao analisadas em espectrometria de massas e o arquivo gerado é
analisado nos programas Mascot e Blast, onde as proteinas sao identificadas.

RESULTADQOS

A analise das imagens geradas pela marcacao dos protoescolices em
corte (Figura 3) e In toto (Figura 4) com anti-Egl14-3-3(3, DAPI e faloidina
revelam que a proteina Egl4-3-3(3 € homogeneamente distribuida pelo
parasito. Nota-se também o aparecimento de estruturas semelhantes a
corddes na regiao periférica dos protoescolices.

o hospedeiro.

Figura 3: Analise do padrao de expressao da isoforma Egl4-3-3(3 em protoescodlices de E. granulosus em
corte. Protoescolex de E. granulosu em corte, A- proteina Egl4-3-3(3 nativa detectada por anti-corpos anti
Eg14-3-3(3; B- citoesqueleto marcado com Faloidina conjugada com fluoréforo Alexa594 (vermelho);
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Figura 4: Analise in toto do padrao de expressao da isoforma Eg14-3-3(3 em protoescdlices de E. granulosus.
A- proteina Egl4-3-3(3 nativa detectada por marcacdao com anti Egl4-3-3(3 reconhecido por anti IgG de
coelho conjugado com fluordforo Alexad488 (verde), B- sobreposicao das marcagdes da proteina Eg14-3-3¢3
e nucleos marcados com DAPI (Azul);

A analise das proteinas de interacao com Egl14-3-3 revela uma amplo
repertorio de proteinas-alvo que atuam em diversas funcoes celulares.

Categoria funcional/ Proteinas de intera¢do com Eg14-3-372
Transporte e metabolismo de carboidratos

Gliceraldeide-3-fosfato desidrogenase
Enolase

Transcetolase

Producao e conversao de energia
Citrato-sintase
Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase
Malato-desidrogenase

Citoesqueleto

Actina

ModificagOes pos-traducionais, dobramento de proteinas, chaperonas
Proteinas de choque térmico (HSP)
Tiorredoxina-peroxidase

Proteina 14-3-3 (
Proteina 14-3-3 ¢

Tabela 1: Proteinas de interacdo com a isoforma Egl4-3-372 presentes em extrato de
protoescdlices.

DISCUSSAO

As proteinas de interacdo com as proteinas Egl4-3-3(2 s3o proteinas de
citoesqueleto, as proprias proteinas Egl4-3-3, proteinas de producao e
conversao de energia, entre outros, o que reafirma a importante participacao
das proteinas Egl14-3-3 em diversas funcoes celulares.

Além disso, os experimentos de imunoistoguimica demonstram que sao
proteinas citoplasmaticas, apresentando-se em todo o parasito.

PERSPECTIVAS

Os experimentos de identificacao das proteinas de interacao com Egl14-3-3
serao repetidos com as isoformas Egl4-3-3(3, bem como a analise do padrao de
expressao.

Outros experimentos também serao empregados para a identificacao das
proteinas ligantes, tais como gel-overlay, na pretensao de certificacao dos
resultados do experimento com o reagente sulfo-SBED.
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