Caracterizacao de possiveis funcées moonlighting da GAPDH de Echinococcus
granulosus na interacao com o hospedeiro intermediario
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Introducao

Echinococcus granulosus é um helminto parasita de ungulados domésticos e humanos, causador da hidatidose cistica. Como outros helmintos, E. granulosus é

capaz de sobreviver por longos periodos dentro do corpo do hospedeiro, expressando e secretando proteinas envolvidas em mecanismos de interagdo com o

hospedeiro capazes de evadir a resposta imune do hospedeiro e promover a nutricdo, metabolismo e desenvolvimento do parasito. Estudos tém demonstrado que

algumas proteinas parasitarias envolvidas em mecanismos de interagdo com o hospedeiro sédo conservadas entre diferentes espécies de helmintos, destacando-se,

entre elas, proteinas moonlighting como a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Liu et al., 2009). Proteinas moonlighting séo aquelas capazes de

desempenhar fungdes adicionais néo relacionadas a sua via catalitica classica. A GAPDH foi detectada na superficie do tegumento e nos produtos de secrecéo-

excrecao de diferentes helmintos, podendo desempenhar fungées moonlighting na interagdo parasito-hospedeiro (Braschi et al., 2006; Pérez-Sanchez et al., 2008 ).

Objetivo

Caracterizar possiveis fungdes moonlighting desempenhadas pela GAPDH de Echinococcus granulosus, helminto causador da hidatidose cistica, na

interagdo com o hospedeiro intermediario bovino.
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"\ Desenho dos primers especificos
para a sequéncia-alvo (cada primer
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por RT- PCR
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, Expressdo da proteina recombinante em
fusdo com a glutationa-S-transferase
(GST)

Clonagem por recombinacao homologa in
vivo (Parrish et al., 2004).

Na clonagem foi uiilizado o vetor
pGEX-TEV,previamente construido
em nosso laboratério a partir do
vetor pGEX-4T-1 (GE, Healthcare),
ao qual foi adicionado um sitio de
clivagem para a protease TEV.

Resultados
RT- PCR

O produto de amplificagdo apresentou
tamanho esperado de 1011 pb na 1%
reagdo e 1061 pb na 22 PCR:

Figura 1: Gel de agarose dos amplicons
obtidos na PCR primaria e secundaria. (M)
Marcador de tamanho molecular 100 pb
Ladder; (1) 1° PCR; (2) 2°PCR; (N) Controles
negativos.

Clonagem por recombinacao
homéloga in vivo

A clonagem no vetor pGEX-TEV foi
avaliada por PCR de col6nia, utilizando-
se primers especificos do vetor. A partir
da andlise de 14 colbnias de células
transformadas foi identificada uma colénia
portadora do plasmideo recombinante

Figura 2: Gel de agarose 1% do PCR de
colonia para avaliar a clonagem. O plasmideo
recombinante estd assinalado na figura. As
demais amostras representam plasmideos
nao-recombinantes. (M) Marcador de massa
molecular pUC18 clivado com Dde .
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Expressao da proteina GAPDH recombinante em fusao
com a glutationa-S-transferase (GST)

A expressdo da GAPDH recombinante foi avaliada em diferentes
cepas de Escherichia coli, utilizando-se diferentes condigbes de
inducdo (concentragdo de IPTG, temperatura e tempo de indugao).
As células BL21 Codon Plus RP e da BL21 (DE3) plysE
apresentaram maior expressdo da proteina recombinante e as
condigbes de expressdo foram otimizadas para a concentragdo de
0,1 mM de IPTG por 5h a 20°C, como assinalado na figura 3:
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Figura 5: SDS-PAGE 12% corado com
coomassie blue da etapa de clivagem (A) e
da proteina recombinante purificada (B1-2).
(M) Marcador de massa molecular.

Consideracées sobre a sequéncia codificadora da GAPDH de
E. granulosus:

» A ORF de 1008 pb codifica 336 amino&cidos;

« A andlise comparativa da sequéncia do cDNA com a sequéncia
gendmica da GAPDH de E. granulosus revelou a presenca de dois
introns, um de 37 pb e outro de 75 pb (Fig.6).

Figura 3: SDS-PAGE 12% corado com coomassie blue da padronizagdo da
expressdo da GAPDH recombinante em diferentes linhagens de E. coli. (A)
BL21 Codon Plus Ril; (B) BL21 Codon Plus RP; (C) BL21 (DE3) plysE; (1)
Culturas nao-induzidas, 3h a 37°C; (2) Indugdo a 0,1 mM IPTG, 3h a 37°C;
(3) Culturas nao-induzidas, 5h a 20°C; (4) Indugdo a 0,1 mM IPTG, 5h a
20°C; (M) Marcador de massa molecular.

A proteina de fusdo se apresentou predominantemente na fracdo
insoluvel (pellet) ap6s a lise das células. Uma maior quantidade de
proteina recombinante foi observada na fragdo solivel quando a
expressao foi realizada na cepa de E. coli pLysE, com inducédo a
20°C por 5h (Fig. 4), sendo, portanto, essa condi¢éo escolhida para
producéo da proteina em larga escala.
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Figura 4: SDS-PAGE 12% corado com coomassie blue da avaliagdo da
solubilidade protéica da GAPDH recombinante nas diferentes células de E.
coli usadas para a expressdo. (A) Ril; (B) RP; (C) plysE; (1) Indugéo a 0,1
mM IPTG, 3h a 37°C; (2) Indugdo a 0,1 mM IPTG, 5h a 20°C; (P) Fragéo
insoluvel, Pellet; (S) Fragao sollivel, sobrenadante; (M) Marcador de massa
molecular.

Perspectivas

« A proteina GAPDH recombinante sera utilizada em experimentos
de far western para avaliagdo da ligagdo ao plasminogénio e
diferentes proteinas da matriz extracelular,

fibronectina;

+ O anti-soro obtido na imunizagao de coelho sera utilizado na
detecgao da GAPDH em diferentes componentes do cisto hidatico

por imunoblot e imunolocalizagao.
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Figura 6: Andlise comparativa
entre a sequéncia gendmica
(A) e a codificadora (B) da
GAPDH de E. granulosus. As
regibes com introns foram
ampliadas.

« A composicdo de aminoécidos acima referida apresenta grande
homologia (97.9%) com Echinococcus multilocularis (Fig.7), mostrando
que a sequéncia da GAPDH é bem conservada entre as duas espécies:
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Figura 7: Andlise comparativa da composicdo de aminoacidos da proteina GAPDH
entre duas espécies de Echinococcus. (Eg) E. granulosus; (Em) E. multilocularis.




