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A hidatidose cistica € uma doenca cronica parasitaria caracterizada pelo desenvolvimento do cisto hidatico, fase larval do Echinococcus granulosus, nas
visceras de ungulados domésticos e do homem. O cisto hidatico é preenchido pelo liquido hidatico (LH) e no seu interior desenvolvem-se os protoescdlices, a

forma pré-adulta do organismo, infectivos aos hospedeiros definitivos (canideos).

Diversas proteinas expressas pelo cisto hidatico de E. granulosus durante a infeccéo do hospedeiro intermediario ja foram identificadas por estudos protedmicos
(Monteiro et al., 2010). Entre estas proteinas estdo alguns membros da familia de proteinas 14-3-3, as quais se destacam por desempenharem papéis centrais em
rotas de sinalizagdo eucariética, regulando funcdes biolégicas complexas por meio de interagdes com um amplo repertério de proteinas-alvo que apresentam
residuos de serina/treonina fosforilados. As proteinas 14-3-3 ja foram descritas e caracterizadas em diversos parasitos, tendo sido apontadas como moléculas de
grande relevancia para varios destes organismos. Em E. granulosus, 5 isoformas das proteinas 14-3-3 (Eg14-3-3) ja foram identificadas, sendo 3 proteinas do

isotipo ¢ e 2 do isotipo ¢.

Este estudo tem como objetivo caracterizar funcionalmente as proteinas Eg14-3-3. Inicialmente, isso esta sendo feito através da identificacdo de suas proteinas
ligantes e da caracterizagdo de seu padrédo de expressdo no parasito. Com isso, espera-se evidenciar o papel desempenhado por cada isoforma de 14-3-3 na
biologia de E. granulosus, em especial, nas suas interagées com o hospedeiro intermediario.

MATERIAL E METODOS
L Extratos protéicos dos componentes do cisto hidéatico

Cistos bovinos foram puncionados em condi¢bes de esterilidade e o material
parasitario (protoescolices, camada germinativa e liquido hidatico) foi processado
conforme descrito por Monteiro et al. (2010). Os extratos foram preparados em tampé&o
contendo inibidores de proteases e Mg-ATP para a fosforilagéo das proteinas.
% Isoformas recombinantes Eg 14-3-3¢2 e Eg 14-3-3¢3

As sequéncias codificadoras das proteinas Eg14-3-3(2 e EQg14-3-3¢3 foram
clonadas no vetor pGEX-TEV e expressadas em Echerichia coli em fusdo com GST
(glutationa-S-transferase). As proteinas recombinantes foram purificadas por
cromatografia de afinidade e recuperadas por clivagem com a protease TEV.

% Imunoblots e imuno-histoquimica

Andlises, por imunoblot, dos diferentes componentes do cisto foram realizadas
utilizando anti-soros isoforma-especificos produzidos a partir da imunizagcdo de
coelhos com as isoformas recombinantes livres de GST.

Experimentos preliminares de imuno-histoquimica em protoescélices por
microscopio confocal foram realizados no Centro de Microscopia Eletronica da
UFRGS. Para deteccéo da proteina-alvo foi utilizado anticorpo secundario (anti IgG de
coelho) conjugado com o fluor6foro Alexa Fluor 488 (verde). A marcagdo de
citoesqueleto e nucleo foi feita com Faloidina Alexa Fluor 594 (vermelho) e DAPI-4',6'-
diamidino-2-phenylindole (azul), respectivamente.

L Eletroforese bidimensional (2-DE) e gel overlay

Para a identificag8o das proteinas que interagem com as isoformas Eg 14-3-3(2 e
{3 primeiramente extratos de protoescolices foram resolvidos por 2-DE seguido por
experimentos de gel-overlay segundo Tabunoki et al., 2008. As isoformas
recombinantes foram marcadas com biotina e a interagéo foi detectada por incubagéo
com conjugado estreptavidina-peroxidase seguida de revelagdo com reagentes ECL
(GE Healthcare).

RESULTADOSE DISCUSSAO
L Deteccdo das isoformas Eg 14-3-3¢2 e {3 nativas nos
componentes do cisto hidatico

Por experimentos de western blot (Figura 1) foi possivel detectar a presenga
das isoformas Eg14-3-3¢2 e {3 nativas em extratos de protoescélices e camada
germinativa. Também foi possivel detectar a presenga da isoforma Eg14-3-372
em LH porém a isoforma {3 néo foi detectada neste componente do cisto.

Os baixos niveis da isoforma {2 no liquido hidatico podem estar
relacionados a morte celular e liberacédo do contetido citoplasmatico no interior
do cisto, uma vez que essas proteinas ndo apresentam peptideo-sinal nédo
sendo liberadas pelas vias classicas de secregéo celular.
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Figura 1: Anélise da expressdo das isoforma Eg 14-3-322 (A) e Eg
14-3-3 73 (B) nos diferentes componentes do cisto hidético.
Extratos protéicos de protoescélices (2 e 3), membrana
germinativa (4 5), & LH (6 e 7) foram analisados por western blot

B T TR utilizando anti-soros isoforma especificos. Em 1 Eg 14-3-3 22 (A) e
— Eg 14-3-373 (B) recombinante (seta marcando massa molecular de
28 kDa - —— - nga). BE) (

Andlises preliminares do padréo de expressdo da isoforma Eg14-3-3¢3 em
protoescélices por imuno-histoquimica revelaram a presenca desta isoforma
predominantemente no tegumento do parasito (Figura 2A, B e C). Também foi
possivel detectar a presenga da proteina em estruturas distribuidas no corpo
do parasito que possivelmente correspondem a células flama, tipicas do
sistema excretor de platelmintos (Figura 2B e C). Células-flama apresentando
nucléolo proeminente e feixes de cilios no citoplasma que coram-se com
faloidina.

Figura 2: Detecgo da isoforma Eg14-3-3¢3 em protoescdlices de E. granulosus por imunohistoquimica associada a microscopia confocal. Proteina nativa
detectada por anticorpo secundério conjugado com fluordforo (verde), nicleo corado com DAPI (azul) e citoesqueleto corado com Faloidina (vermelho) . Em A
protoescélex invaginado com a sobreposicao das coloragdes com Faloidina, DAPI e anticorpo. Em B e C protoescoléx evaginado, em B corado com DAPI
anticorpo e em C com a sobreposicao de todas as coloragdes. As setas indicando a presenca de Eg14-3-%3 no tegumento dos protoesclices invaginados e
evaginados. Em B e C cabegas de seta indicando presenca da isoforma Eg 14-3-3(3 em estruturas distribuidas no corpo do paresito que possivelmente
correspondem a células flama. A estrutura em azul que pode ser observada nas figuras corresponde aos ganchos do escélex que apresentam atoflorescéncia em
azul.

Proteinas expostas no tegumento e produtos de excregdo e secregdo
séo particularmente importantes na relacdo parasito-hospedeiro, auxiliando no
estabelecimento do parasito, evasdo da resposta imune do hospedeiro e
estando envolvidas em processos fisiolégicos béasicos como nutrigdo do
parasito (Thompson, 1995). Assim, a identificagdo das 14-3-3 no LH, tegumento
e em estruturas relacionadas a excregdo sugere um possivel papel dessas
proteinas em mecanismos de interagdo com o hospedeiro.

% 1dentificacdo das proteinas de extratos de protoescolices
que interagem com as isoformas Egl4-3-3¢2 e Eg14-3-3¢3

Por meio da combinagdo de experimentos de gel-overlay, 2-DE e
espectrometria de massas (MALDI-Tof MS/MS), foi possivel constatar que as
isoformas Eg14-3-372 e Eg14-3-3(3 interagem com um amplo repertério de
proteinas-alvo presentes nos extratos de protoescolices. (Figura 3) Até o
momento foi possivel identificar um total 14 proteinas diferentes que interagem
com as isoformas de 14-3-3 estudadas (Tabelal).
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Figura 3:1dentificagéo das proteinas e extrato de protoescolices que interagem com as isoformas Eg14-3-342 e Eg14-3-323. (AL e B1) Eletroforese bidimensional
de extratos de protoesclices resolvidos em pH de 3-10 na primeira dimensdo segLido por segunda dimensao em SDS-PAGE 12%. Marcador de massa molecular a
esquerda. Os spots numerados correspondem as protefnas que interagem com a isoforma 22 (A1) e ¢3 (B1) em gel overlay e identificadss por espectrometria de

massas. (A2 e B2) Gel-oerla isoformas 2 (A2) and 23 (B2) em extratos de protoescélices.
Tabelal: Protei extratos de interagem com asi ©ew3
Spot n°  Proteinas que interagem com aisoformag2  Spot n° Proteinas que interagem com a isoforma g3

1 Proteina de choque térmico -70 kDa (HSP70) 1 Proteina de choque térmico -70 kDa (HSP70)
2 Enolase 2 Proteina de choque térmico -90 kDa (HSP90)
3 Aldo-ceto-redutase 3 Proteina de choque térmico -20 kDa (HSP20)
4 Fosfoenolpiruvato-carboxicinase (PEPCK) 4 Proteinal4-3-3 zeta
5 Proteina 14-3-3 zeta 5 Paramiosina
6 Actina 6 Actina
7 Proteina de choque térmico -20 kDa (HSP20) 7 Aldo-ceto-redutase
8 Malato-desidrogenase 8 Fosfoenolpiruvato-carboxicinase (PEPCK)
9 i fosfat (GAPDH) 9 i fosfat (GAPDH)
10 Malato-desidrogenase citoplasmatica (MDH) 10 Citrato-sintase

1 Seril-tRNA-sintetase

Entre as proteinas de protoescélices identificadas que interagem
com as isoformas EQgl14-3-3(2 e EQ14-3-3¢3 estdo enzimas da via
glicolitica, proteinas de citoesqueleto e proteinas de resisténcia a
estresse. Os resultado obtidos sugerem que essas isoformas estédo
atuando no parasito regulando funcdes fisiol6gicas basicas, uma vez que
diversos estudos ja demonstraram que essa familia de proteinas atua na
regulacdo de ciclo celular, organizacdo de citoesqueleto, resisténcia a
estresse, proliferacdo e diferenciagdo celular (Darling et al., 2005;
Thomas et al., 2005; Li et al., 2007).

PERSPECTIVAS

A fim de confirmar os resultados ja obtidos, experimentos de imuno-afinidade com as
proteinas 14-3-3 recombinantes imobilizadas serédo realizados para recuperacédo dos
seus ligantes a partir de extratos dos componentes do cisto hidatico de E. granulosus. As
proteinas de interacdo recuperadas serdo entdo identificadas por espectrometria de
massas.
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