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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 é responsavel pela doenca hidatidose cistica. O cisto consiste em uma estrutura
unilocular preenchida por liquido hidatico, e sua parede é formada por duas camadas: uma
laminar mais externa que é acelular e rica em carboidratos, e uma camada mais interna, a
germinativa. Dentre os componentes do liquido hidatico estdo diversas proteinas, muitas delas
relacionadas com a interacdo parasito-hospedeiro. Proteinas moonlighting exibem atividades
funcionais, dentro ou fora da célula, ndo relacionadas a sua funcdo inicialmente descrita.
Dentre as proteinas ja descritas como tendo fungdes 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. A presenca de proteinas como essas na camada
germinativa e no liquido hidatico de E. granulosus, incluindo a lactato desidrogenase
(EgLDH), sugere a participacdo dessas enzimas em outros processos fisiolégicos, dentre os
quais aqueles de interacdo com o hospedeiro. O objetivo do presente trabalho é a
padronizacdo da expressdo de lactato desidrogenase de Echinococcus granulosus (EgLDH)
em Escherichia coli, para a utilizacdo em posteriores estudos funcionais. A sequéncia
codificadora clonada em pGEX-TEV se encontra disponivel no laboratorio. A expressdo de
LDH em fusdo com a glutationa-S-transferase (GST) foi feita em Escherichia coli-BL21-
CodonPlus-RIL a 20°C. A inducdo da expressdo da proteina de fusdo (GST-rEgLDH) foi feita
com IPTG nas concentragdes de 0,05 mM e 0,1 mM em dois tempos de inducdo, por 3h e
overnight (O/N). Foi observado que na concentragéo de 0,1 mM se obteve maior quantidade
de proteina expressa. J& em relacdo ao tempo, a inducdo O/N mostrou um rendimento maior
em relacdo a 3h. A GST-rEgLDH foi avaliada quanto a sua solubilidade e, apds a lise celular
por sonicacao, verificou-se a predominancia da proteina nas fragcdes insollveis. A uma parte
das amostras, foi adicionado Triton X-100 1% para auxiliar na solubilizagdo da proteina de
fusdo. Ainda que a concentracdo de IPTG tenha influenciado na quantidade de proteina
produzida, havendo maior rendimento nas indu¢ées com 0,1 mM, para ambos os tempos de
inducdo, tal diferenca de concentracdo ndo interferiu na solubilidade da proteina apos o
tratamento com Triton. Em relacdo ao tempo de inducgdo, foi observada influéncia na
solubilidade, sendo que nas indugdes O/N encontra-se maior quantidade de GST-rEgLDH na
fracdo sollvel, em relagdo a inducdo por 3h. Apos as analises, observou-se que a melhor
condicdo para se obter maior rendimento de proteina soltvel é a inducdo O/N e tratamento
com Triton X-100 1%, independente da concentracdo de IPTG utilizada.
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