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RESUMO

O Echinococcus granulosus é um platelminto parasita da classe Cestoda (familia
Taeniidae), que, na sua fase larval (cisto hidatico ou metacestdodeo) causa a
hidatidose cistica. Esta doenca € caracterizada pelo crescimento em longo prazo do
cisto hidatico em 6rgéaos internos (principalmente pulmdes e figado) dos hospedeiros
intermediarios, que podem ser ungulados domésticos e, acidentalmente, seres
humanos. O cisto hidatico € uma estrutura unilocular delimitada por uma parede
trilaminar (camadas germinativa, laminar e adventicia) que é preenchido pelo liquido
hidatico, no qual se encontram moléculas tanto do parasito quanto do hospedeiro e
onde também se encontram os protoescélices (fase pré-adulta do parasito). As
proteinas 14-3-3 fazem parte de uma familia altamente conservada, com uma ou
mais isoformas presentes em todos os eucariotos estudados até o momento. As 14-
3-3 sao proteinas acidicas e de massa molecular entre 28 e 33 kDa, que interagem
com diversas proteinas-alvo e desempenham fungBes em diferentes processos
celulares. Em parasitos, 0os papéis destas proteinas no contexto das relagbes com o
hospedeiro ainda sdo pouco conhecidos. Em E. granulosus ja foram identificados
seis genes que codificam as potenciais isoformas de proteinas 14-3-3. Este estudo
tem como objetivo a identificacdo do padrao de expressao das quatro isoformas cuja
expressao ja foi detectada em protoescolices (Egl4-3-3¢1, Egl4-3-3¢2, Eg14-3-3C2
e Egl4-3-3C3) e determinar o repertério de ligantes proteicos da isoforma Egl4-3-
3€2, buscando evidéncias sobre possiveis funcdes desta proteina em interacdes
parasito-hospedeiro. Através de imunoblot foi possivel a deteccdo destas quatro
isoforma de Egl4-3-3 em protoescélices e camada germinativa, a Unica isoforma
detectada em liquido hidatico foi a Eg14-3-3¢2. Foram identificadas 20 proteinas de
interacdo com a isoforma EQgl4-3-3¢2 através de ensaio de 2DE gel-overlay. As
principais classes funcionais das proteinas de interagdo sdo: transporte e
metabolismo de carboidratos, producéo e conversédo de energia e modificagdes pos-
traducionais, turnover de proteinas e chaperonas. Entre as proteinas identificadas
podemos citar a major vault protein, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, enolase
e frutose-bifosfato-aldolase, Experimentos complementares com as quatro isoformas
de Egl14-3-3 estdo sendo realizados para a ampliacdo do repertério conhecido das
potenciais proteinas de interacéo e para a confirmacao dos resultados obtidos.
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ABSTRACT

Echinococcus granulosus is a parasitic flatworm of the class Cestoda (family
Taeniidae), which in its larval stage (hydatid cyst or metacestode) causes cystic
hydatid disease. This disease is characterized by long-term growth hydatid cyst in
internal organs (mainly liver and lungs) of intermediate hosts, which may be domestic
ungulates and accidentally humans. The hydatid cyst is a unilocular structure
bounded by a trilaminar wall (germinal, laminar and adventitia layers) that is filled by
the hydatid fluid, which contains molecules of the parasite as both the host and also
where the protoscoleces (pre-adult parasite) are located. 14-3-3 proteins are part of a
highly conserved family, with one or more isoforms present in all eukaryotes studied
to date. 14-3-3 proteins are acidic and have a molecular mass between 28 and 33
kDa, which interact with different target proteins and perform functions in different
cellular processes. In parasites, the roles of these proteins in the context of relations
with the host are not yet known. In E. granulosus has been identified six genes
responsible for potential isoforms of 14-3-3 proteins. This study aims to identify the
expression pattern of the four isoforms of E. granulosus whose expression has been
detected in protoscoleces (Eg14-3-3¢l, Egl4-3-3¢2, Eg14-3-3(2 e Eg14-3-3C3) and
determine the repertoire of proteic ligands of Egl4-3-3¢2 isoform for evidence the
possible functions of this protein in host-parasite interactions. By immunoblot was
detected the presence of these four isoforms of Egl4-3-3 in protoscoleces and
germinal layer, the only isoform detected in hydatid fluid was Eg14-3-3¢2. We
identified 20 proteins that interact with Eg14-3-3¢2 isoform by gel-overlay. The main
functional classes of protein interaction are: carbohydrate transport and metabolism,
energy production and conversion and posttranslational modification, protein
turnover, chaperones. Among the proteins identified we can cite major vault protein,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, enolase and fructose-bisphosphate
aldolase. Additional experiments with the four Eg14-3-3 isoform are being performed
for the expansion of known repertoire of potential interaction proteins and to confirm

the results obtained.
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1. INTRODUCAO

1.1 Echinococcus granulosus e hidatidose cistica

O género Echinococcus foi descrito primeiramente por Rudolphi em 1801, este
género pertence ao filo Platyhelminthes, classe Cestoda e familia Taeniidae. O
género Echinococcus compreende endoparasitos obrigatérios que se caracterizam
por serem animais acelomados, dorsalmente achatados, triploblasticos, com simetria
bilateral e sem sistema digestivo bem desenvolvido, além disso, estes parasitos
apresentam dois mamiferos como hospedeiros para poderem completar o seu ciclo
de vida (Eckert & Deplazes, 2004). Ha pelo menos seis espécies bem definidas
dentro deste género, porém duas espécies, Echinococcus granulosus e
Echinococcus multilocularis, s8o membros com maior importancia clinica, pois séao
0s responsaveis pela hidatidose cistica e a hidatidose alveolar, respectivamente
(Grosso et al., 2012). Todas as seis espécies apresentam-se como uma pequena
ténia de apenas poucos milimetros de comprimento, com o corpo (estrébilo)
tipicamente segmentado em unidades reprodutivas (proglétides) durantes varios
estagios do seu desenvolvimento e quando em forma adulta. Quando estdo em sua
forma larval estes organismos se apresentam na forma de cistos (metacestddeos),
0s quais se desenvolvem nas visceras de seus hospedeiros intermediarios

causando diferentes formas de hidatidose.

Analises de DNA mitocondrial mostraram que E. granulosus € um complexo
de gendtipos/espécies com alta variabilidade genética (Nakao et al., 2007). De
acordo com filogenias moleculares do género Echinococcus, o complexo E.
granulosus possui pelo menos 10 genatipos distintos (G1-G10), sendo eles divididos
em E. granulosus sensu stricto (G1-G3), E. equinus (G4), E. ortleppi (G5), and E.
canadensis (G6—G10). Os gendtipos E. granulosus sensu stricto (G1) e E. ortleppi
(G5) sdo endémicos do sul da América do Sul e sdo os principais causadores da
hidatidose cistica nesta regiao (Balbinotti et al., 2012). O E. granulosus (Figura 1)
possui 0 estrobilo caracteristico das espécies pertencentes a este género e
apresenta um escolex, que possui quatro ventosas musculares e um rostelo com

duas fileiras de ganchos, que esta envolvido na sua fixagdo ao hospedeiro. Este
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parasito € o causador da doenca conhecida como hidatidose cistica que é
caracterizada pelo crescimento em longo prazo do cisto hidatico nos 6rgéos
internos, principalmente pulméo e figado, de seus hospedeiros intermediarios
(Thompson & McManus, 2002; McManus et al., 2003; Siracusano et al., 2012) Esta
doenca € uma zoonose que ocorre em todo o mundo e causa perdas econdémicas na
area da pecuéria e problemas de saude publica (Torgerson & Budke, 2003; Moro &
Schantz, 2009; Cardona & Carmena, 2013). Os seres humanos adquirem a infeccao
guando, acidentalmente, entram em contato com 0s ovos do parasito, atraves de
agua, solo ou alimentos que foram previamente contaminados, além de que 0s ovos
do parasito podem estar também aderidos aos pélos de cdes domésticos infectados
(Eckert & Deplazes, 2004).

= =  J¥Escolex

— 5 Proglétide imatura

— 5 Proglétide madura

Corpo
(estrébilo)
— > Progldtide gravida

Figura 1: Forma adulta do Echinococcus granulosus. O parasito possui 0 escélex globular, onde se
encontram estruturas de fixagdo e adeséo, e o0 corpo caracteristicamente segmentado em trés proglétides.

Imagem modificada de Kansas State University (2012).
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O ciclo de vida do parasito (Figura 2) compreende dois hospedeiros, 0s
canideos que sdo os hospedeiros definitivos, onde os vermes adultos se
desenvolvem no interior do intestino delgado, e os hospedeiros intermediarios
(ungulados domésticos incluindo ovinos e bovinos e acidentalmente humanos) onde
a fase larval (cisto hidatico) se desenvolve (Martinez, 2011) Os ovos do parasito sdo
liberados para o ambiente através das fezes dos canideos e séo dispersados pelo
vento, agua e por insetos e quando ingeridos pelos hospedeiros intermediarios
ocorre 0 desenvolvimento do cisto hidatico no interior dos 6rgaos, que se da devido
a capacidade da oncosfera, liberada no intestino ap6s a acdo de enzimas digestivas,
de penetrar na parede intestinal e ser transportada pelo sistema circulatério ou
linfatico para diversos 6rgéaos, principalmente pulmdes e figado. O ciclo se completa
guando o canideo se alimenta de visceras de hospedeiros intermediarios
contaminadas com o cisto hidatico. No interior do cisto se encontram o0s
protoescolices (forma pré-adulta do parasito) que se desenvolvem em verme adulto

no intestino do canideo fechando assim o ciclo de vida do parasito.

Ingestdo do cisto \
(em orgdos)

Ingestdo dos ovos Ovo
(nas fezes)

A\~ Estagio infectivo

osfera A = Doenga: hidatidose
cistica

\ \@5. V .
Onc

Cisto hidatico

Figura 2: Ciclo de vida do E. granulosus. Modificado de Centers for Disease Control and Prevention.
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1.2 O cisto hidatico

O cisto hidatico (Figura 3) ou metacestédeo € uma estrutura unilocular
formada a partir de um processo complexo de diferenciagcdo da oncosfera que
possui 0 seu interior preenchido com liquido hidatico, onde se encontram moléculas
tanto do hospedeiro quanto do parasito (Monteiro et al., 2010; Aziz et al., 2011). A
parede do metacestddeo possui duas camadas: a camada germinativa e a camada
laminar. A camada germinativa € composta por uma fina camada de células tanto
indiferenciadas quanto diferenciadas, sendo o tecido mais externo do parasito, e que
produz os protoescolices, forma pré-adulta do parasito, que se formam por
reproducdo assexuada de células da membrana germinativa (Diaz et al., 2011). A
camada laminar possui espessura variavel e € uma matriz extracelular secretada
pela camada germinativa e composta principalmente por mucopolissacarideos e
uma pequena fracdo de proteinas. Mais externamente, o cisto é envolvido pela
camada adventicia, a qual é constituida por tecido conjuntivo, que é produzida pelo
hospedeiro como uma resposta inflamatoria a presenca do parasito no organismo.

Parede do cisto hidatico

g L Camada
- laminar

% \
j Camada \\ \
. 0

germinativa

Protoescolices

Camada
adventicia

Figura 3: Diagrama esquematico de um cisto hidatico de E. granulosus. As setas indicam as trocas de

moléculas entre o parasito e o hospedeiro. Modificado de Monteiro et al. (2010).
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1.3 Distribuicéo e epidemiologia

A hidatidose cistica € uma doenca severa e que pode levar a morte a seres
humanos, porém este ndo € o Unico problema relacionado a esta zoonose, ela
também resulta em perdas econdmicas devido a gastos com tratamentos e devido a
diminuicdo da producdo associada a criacdo de gado (Budke et al.,, 2006). Esta
zoonose parasitaria foi considerada como emergente, especialmente em locais onde
a criacdo de gado é uma das atividades econémicas mais importantes. A hidatidose
cistica possui alta prevaléncia em regifes da Europa, Asia, Africa e América do Sul
(Figura 4). Na América do Sul esta doenca tem carater endémico ou até mesmo
hiperendémico na regido do Cone Sul (incluindo o sul do Brasil) e na regido dos
Andes (de la Rue, 2008; Gavidia et al., 2008; Moro et al., 2008). O Rio Grande do
Sul é considerado uma zona altamente endémica da hidatidose, esta alta endemia
se da devido ao fato desta regido possuir a pecuaria como atividade econdmica
expressiva com a criagdo de bovinos e ovinos. Os gastos financeiros mundiais
destinados ao tratamento da hidatidose cistica sdo estimados em aproximadamente
US$ 760 milhdes em seres humanos, e as perdas econémicas devido a criacdo de

gado esta estimada em mais de US$ 2 bilhdes por ano (Budke et al., 2006).
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* W Atamente endémica 777 Endémica  [©.9] Esporadica

Figura 4: Mapa mostrando a distribuicdo global de Echinococcus granulosus. Modificado de Budke et al.
(2006).

Como a presenca do verme adulto no organismo do hospedeiro definitivo &
assintomatica (Thompson et al., 1995), a importancia clinica e econémica do E.
granulosus é praticamente restrita a infeccdo pelo metacestédeo. O tratamento
médico ou cirdrgico em humanos e a queda de rendimento na pecudria, devido a
reducdo no ganho de peso, diminuicdo da producéo de leite e na taxa de fertilidade
(Torgerson & Budke, 2003), fazem com que esta doenca gere muitos danos
socioeconémicos. Os sintomas da hidatidose cisticas aparecem devido a uma lesao
invasiva que pode comprometer a funcdo do 6rgao afetado e causar a compressao
dos 6rgaos e tecidos vizinhos. Os tipos de sintomas e a sua gravidade variam de
acordo com o tamanho do cisto (McManus et al., 2003). A prevencao da doenca se
da a partir de programas para a educacao sanitaria e conscientizacdo da populacéo
para as mudancas de habitos que podem estar direta ou indiretamente associados

com o surgimento da doenca, porém a hidatidose cistica ainda é uma doenca
negligenciada (Budke et al., 2006; Budke et al., 2009; Moro & Schantz, 2009).
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1.4 Interagdes parasito-hospedeiro

O parasito E. granulosus expde o seu hospedeiro a diversas proteinas para o
estabelecimento do metacestodeo e manutencdo da infeccdo. Estas proteinas
secretadas estdo relacionadas com as atividades fisiologicas do parasito, como
nutricdo, reproducdo (Maizels & Yazdanbakhsh, 2003) e interagdo com o hospedeiro
(Siracusano et al., 2008), apresentando, assim, uma atividade imunomoduladora do
sistema imune do hospedeiro. Porém, ainda existe a necessidade de identificar e
caracterizar as proteinas presentes no estagio larval patogénico de E. granulosus,
pois os conhecimentos desta fase ainda sao muito limitados. A caracterizagao
principalmente, das proteinas secretadas e expressas pelo metacestdodeo que atuam
na interface parasito-hospedeiro é de grande importancia para a compreensao dos
mecanismos utilizados pelo parasito para modular a resposta do hospedeiro e
estabelecer a infecgdo cronica.

Entre as proteinas mais estudadas do E. granulosus estdo o antigeno B (AgB)
e o0 antigeno 5 (Ag5), que sdo proteinas altamente presentes nos produtos de
secrecéo/excrecao do parasito (Virginio et al., 2003; Monteiro et al., 2007; Virginio et
al., 2007). Poucas proteinas de E. granulosus vém recebendo uma maior atencao,
entre estas encontram-se as proteinas 14-3-3 (Siles-Lucas et al., 2001; Nunes et al.,
2004; Pan et al., 2010a; Pan et al., 2010b;) e uma proteina de fragmentacao de
filamentos de actina (AFFP) pertencente a familia da gelsolina (Cortez-Herrera et al.,
2001; Grimm et al., 2006). Tendo em vista 0s poucos trabalhos realizados para a
caracterizacdo de proteinas pertencentes a este parasito, estudos com este objetivo
como os estudos na area de gendmica, caracterizacdo funcional de proteinas (Haag
et al., 2006) e protedmica (Monteiro et al., 2010), baseados, principalmente, em
métodos moleculares, se tornam de extrema importancia para o esclarecimento dos
papéis funcionais destas e outras proteinas na biologia do parasito, especialmente
no envolvimento em processos de interagcdo parasito-hospedeiro a fim de
caracterizar os mecanismos utilizados para o estabelecimento e manutencéo da

infeccéo.
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1.5 Proteinas 14-3-3

As proteinas 14-3-3 fazem parte de uma familia de proteinas altamente
conservadas presente em todos os eucariotos estudados até o0 momento (Obsil &
Obsilova, 2011), elas foram descobertas e nomeadas por Moore & Peres (1967),
durante estudo de proteinas de tecido cerebral bovino, foram assim nomeadas com
base no numero de fracdes obtidas durante um experimento de cromatografia e
mobilidade eletroforética. As 14-3-3 sd@o proteinas acidicas (ponto isoelétrico é
aproximadamente cinco), sollveis e de massa molecular entre 28 e 33 kDa, estas
proteinas sdo constituidas principalmente de alfa-hélices, geralmente nove. Essa
familia de proteinas desempenha papel-chave em diversos eventos celulares devido
ao amplo repertdrio de proteinas interagentes, dentre estes eventos podemos
encontrar a diferenciagcéo, sobrevivéncia e controle do ciclo celular (Robinson, 2010;
Tzivion et al., 2011).

Diversas isoformas ja foram identificadas em diferentes organismos e o nimero
de isoformas de proteinas 14-3-3 varia de acordo com o organismo. Em mamiferos,
incluindo os seres humanos, ja foram encontradas sete isoformas de 14-3-3: beta
(B), gama (y), épsilon (€), zeta (0), eta (n), sigma (d) e tau (1), em vegetais sdo 15 as
isoformas ja conhecidas, em leveduras, Caenorhabditis elegans e Drosophila
melanogaster sdo 2 isoformas presentes, e protistas e algumas algas possuem
apenas uma (Bridges & Moorhead, 2005). Nos organismos onde h& mais de uma
isoforma de 14-3-3, a perda de uma delas por delecdo génica ou perda de funcéo,
nao causa grandes danos ao organismo, significando desta forma que elas possuem
redundancia funcional.

O genoma de E. granulosus ja foi completamente sequenciado (Tsai et al., 2013)
e foram identificados seis genes codificadores de proteinas 14-3-3. Os genes que
codificam as seis potenciais isoformas no parasito E. granulosus estdo disponiveis
em banco de dados GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage/Egranulosus). As
sequéncias deduzidas de aminoacidos de todas as potenciais isoformas de 14-3-3
apresentam um alto grau de similaridade em suas sequéncias de aminoacidos, com
aproximadamente 50% de identidade. As isoformas cuja expresséao foi detectada em

protoescélices foram analisadas através da técnica de RNAseq (Tsai et al., 2013),
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dados disponivel apenas para a fase pré-adulta do parasito, e foram identificadas 5
proteinas 14-3-3, sendo que uma delas apresenta um nivel muito baixo de
expressao a nivel de transcricdo quando comparada com as demais.

As proteinas 14-3-3 formam homo ou heterodimeros (Figura 5) e interagem com
mais de 300 proteinas (Schoonheim et al., 2007; Siles-Lucas et al., 2008) que
possuem residuos serinal/treonina fosforilados, onde as proteinas 14-3-3 se ligam.
Entre as proteinas ja conhecidas de ligacdo com as 14-3-3 destacam-se fatores de
transcricdo, enzimas, moléculas sinalizadoras, proteinas de citoesqueleto,
supressores tumorais e fatores que levam a apoptose (Schoonheim et al., 2007).
Dentre os helmintos parasitos, as espécies do género Echinococcus e Schistossoma
Sdo as que possuem mais estudos sobre as proteinas 14-3-3, porém poucas

funcdes foram atribuidas a elas nestes organismos.

Figura 5: Dimero estrutural de proteinas 14-3-3. Cada proteina é formada por nove a-hélices. Modificado
de Jonas et al., (2013).

Existem estudos que evidenciam que as proteinas 14-3-3 de E. granulosus
podem estar envolvidas em papéis cruciais na biologia deste parasito, com uma
funcdo importante na relagdo parasito-hospedeiro (Siles-Lucas et al., 2008). Uma
14-3-3C é produzida na glandula rostelar do parasito adulto, sugerindo, assim, o seu
envolvimento em processos secretorios associados a fixagdo do parasito no intestino
delgado dos hospedeiros definitivos (Siles-Lucas et al., 2000). Analises de produtos

de secrecdo e excrecdo de protoescoélices em cultura (Virginio et al., 2012) e
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analises em camada germinativa (Monteiro et al., 2010) identificaram proteinas 14-3-
3. Sendo assim, estes estudos revelam o potencial destas proteinas em possuirem

papel importante na relacdo parasito-hospedeiro.
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2. JUSTIFICATIVA

As proteinas 14-3-3 no parasito E. granulosus sé@o alvos interessantes de
estudos devido a sua possivel participacdo em diversas funcdes deste organismo.
Além de estas proteinas possuirem papéis conservados e centrais em rotas de
sinalizacdo canodnicas, coordenando muitas funcdes celulares e o proprio
desenvolvimento dos organismos, em parasitos como o E. granulosus, elas podem
atuar na interface parasito-hospedeiro (Siles-Lucas & Gottstein 2003). Melhores
estudos sobre a atuacéo destas proteinas no E. granulosus nos permitiria um melhor
entendimento da sua atividade na sobrevivéncia e no desenvolvimento e do estagio
larval patogénico do parasito, da sua importancia na interacdo entre o parasito e 0

hospedeiro e também maiores conhecimentos da propria biologia deste organismo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar molecularmente as quatro principais isoformas de proteinas 14-3-3
presentes na fase larval do parasito Echinococcus granulosus

3.2 Objetivos especificos

(i) Determinar o padrdo de expressdo das quatro isoformas de 14-3-3 E.
granulosus (Egl14-3-3¢1, Eg14-3-3¢2, Eg14-3-3(2 e EQ14-3-3(3) nos principais

componentes do cisto hidatico (membrana, liquido hidatico e protoescalices).

(ii) Identificar os ligantes proteicos da isoforma Egl14-3-3¢2 atraveés de ensaios
de interacdo da proteina recombinante com proteinas de extrato do parasito E.

granulosus.



23

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cistos hidaticos

Os cistos hidaticos de visceras (pulmdes e figados) de bovinos foram obtidos a
partir de coletas rotineiras realizadas em um matadouro da regido da grande Porto
Alegre, o qual faz o abate de animais vindos de todas as regides do estado. O
processamento do material bioldgico foi realizado através de aspiracdo asséptica do
conteudo do cisto (liquido hidatico) com o auxilio de seringas, e 0s protoescolices
foram obtidos por sedimentacdo e lavados com PBS (27 mM KCI; 20 mM KH;POy;
137 mM NaCl; 100 mM NaHPO4; pH 7,4) para a eliminacdo de contaminantes. A
camada germinativa foi separada dos tecidos do hospedeiro, com auxilio de um
scraper, lavada com PBS e centrifugada para a sedimentacao das células.

4.2 Extratos proteicos

Para a obtencdo dos extratos proteicos para a realizacdo de imunoblots, os
protoescélices e a camada germinativa foram homogeneizados em homogeneizador
de vidro com tampédo PBS contendo 1 mM PMSF e 1% Triton X-100. A preparacéo
dos extratos proteicos para a realizacdo de ensaio de interacdo foi realizada com
tampéao contendo inibidores de fosfatases (50 mM Tris-Cl, pH 7,5; 1% Triton X-100; 1
mM DTT; 1 mM PMSF; 1 mM NazVOg4; 50 mM NaF; 1,15 mM Na,MoO, e 2 mM de
Mg-ATP), os homogeneizados foram centrifugados a 20.000 x g por 30 min a 4°C
para remocéao da fracdo insoltvel. O liquido hidatico foi processado por liofilizacéo e
ressuspendido em volume 10 vezes menor para concentrar as proteinas presentes
neste componente. A quantificagdo de proteinas presentes em cada extrato foi
realizada por fluorimetria, utilizando o kit Qubit Protein Assay e o aparelho Qubit
Fluorimetro (Invitrogen), e também por SDS-PAGE 12%.

Os extratos proteicos utilizados para o ensaio de interacao foram produzidos a
partir de um pool de diferentes cistos, sendo eles tanto de G1 quanto G5 e para a
producdo dos extratos proteicos utilizados no imunoblot foram coletados dois cistos

hidaticos distintos, seus liquidos e camadas germinativas, porém a genotipagem
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destes cistos ainda ndo esta concluida. Cada componente foi processado
separadamente.

4.3 Imunoblots

Nos experimentos de imunoblot, 50 ng de proteinas Eg14-3-3 recombinantes,
utilizadas como controle, (produzidas em nosso grupo de trabalho pela aluna de
doutorado Aline Teichmann e pela mestre Daiani Vargas do laboratério de
Genbmica Estrutural e Funcional e Laboratoério de Biologia Molecular de Cestédeos
do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul) e
aproximadamente 40 ug de extratos proteicos dos principais componentes do cisto
hidatico de E. granulosus (liquido hidatico, protoescdlices e camada germinativa)
foram resolvidos por SDS-PAGE 12%. Apds, as proteinas foram transferidas para
uma membrana PVDF de acordo com Towbin et al. (1979) em tampédo de
transferéncia (15,6 mM Tris-Cl; 1,20 M glicina; 20% metanol; pH 8,3) a uma
voltagem constante de 70 V durante 1 h 30 min. Posteriormente as membranas
foram bloqueadas por 16 horas com tampdo de bloqueio (5% de leite em po
desnatado, 0,1% Tween-20 em PBS, pH 7,4) e incubadas com os anticorpos
especificos anti-Egl14-3-3, (produzidas em nosso grupo de trabalho pela aluna de
doutorado Aline Teichmann e pela mestre Daiani Vargas do laboratério de
Genbmica Estrutural e Funcional e Laboratério de Biologia Molecular de Cestédeos
do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul), por 1 h
30 min, na diluicdo de 1:20.000. Apds, a membrana foi incubada com anticorpos
anti-lgG de coelho conjugados a peroxidase (Sigma-aldrich). As bandas
imunorreativas foram visualizadas através de quimiluminescéncia utilizando-se os
reagentes de deteccdo ECL Plus (GE Healthcare) e o sistema de imagem VersaDoc
(Bio-Rad).
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4.4  Eletroforese bidimensional

Extratos proteicos de protoescolices foram resolvidos por eletroforese
bidimensional (2DE), como descrito por Monteiro et al. (2010). Primeiramente 2 mg
de extratos proteicos foram precipitadas com TCA (&cido tricloroacético) 20% em
acetona a -20°C por 18 h. As proteinas precipitadas foram recuperadas a partir de
centrifugacédo (14.000 rpm por 10 min) e lavadas 5 vezes com acetona gelada.
Posteriormente, as proteinas foram solubilizadas em tampé&o contendo 7 M uréia, 2
M tio-uréia, 4% CHAPS, 60 mM DTT, 2% de anfélitos (BioRad) pH 3-10, 0,002%
Orange G (Bio-Rad) por 40 min. Os extratos foram centrifugados (14.000 rpm por 40
min) e as tiras com gradiente imobilizado de pH (pH 3-10, 17 cm, Bio-Rad) foram
hidratadas com a parte sollvel da amostra por aproximadamente 16 h em
temperatura de 21°C. A isoeletrofocalizacao foi realizada no sistema Protean IEF cell
system (Bio-Rad) por um total de 60.000 V.h, com voltagem méaxima de 10.000 V.
Apos, as tiras foram reduzidas e alquiladas em tampao de equilibrio (375 mM Tris-
Cl, pH 8,8, 6 M uréia, 30% glicerol e 2% SDS) contendo 1% de DTT por 15 min e por
mais 15 min com tampé&o de equilibrio contendo 4% iodocetamida. Posteriormente
as tiras foram resolvidas em SDS-PAGE 12% utilizando o sistema Protean Il XI 2D
Cell (Bio-Rad). A visualizacdo das proteinas foi possivel através de coloracdo com

Coomassie G.

4.5 Gel-overlay

Para a realizacdo de ensaios de interacdes entre a proteina Egl4-3-3¢€2
recombinante e as proteinas presentes nos extratos proteicos de protoescolices, a
proteina recombinante foi biotinilada utilizando o Kit ECL Protein Biotinylation
Module (GE Healthcare), segundo instru¢cbes do fabricante. Os experimentos de gel-
overlay foram realizados de acordo com Tabunoki et al. (2008), com algumas
modificacdes. As proteinas resolvidas por eletroforese bidimensional foram
transferidas para membranas de nitrocelulose em tampéo de transferéncia (15,6 mM
Tris-Cl; 1,20 M glicina; 20% metanol; pH 8,3) por 17 h a 20 V constantes. As
membranas foram blogueadas overnight com reagente do Kit ECL Protein
Biotinylation Module (GE Healthcare) em TBS-T (20 mM Tris-Cl; 0,15 M NaCl; 0,1%
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Tween 20; pH 7,5). As membranas foram, posteriormente, incubadas com a proteina
recombinante Eg14-3-3¢2 biotinilada ou GST biotinilada (utilizada como controle) por
2 h e incubadas com estreptavidina-peroxidase por 1 h. As bandas reativas foram
visualizadas, pelo sistema VersaDoc (Bio-Rad), através de quimiluminescéncia
utilizando-se os reagentes de deteccdo ECL Plus (GE Healthcare). Para a
identificacdo das proteinas de interacdo, as imagens obtidas do experimento de 2DE
gel-overlay foram analisadas e comparadas com o mapa protebmico de
protoescolices produzido por Monteiro et al. (2010) utilizando o programa PDQuest
8.0 (Bio-Rad).
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5. RESULTADOS

5.1 Padréo de expressao das proteinas Eg14-3-3 em diferentes componentes

do cisto hidatico de E. granulosus

Inicialmente, foram realizados testes para verificar se havia reatividade
cruzada (ndo especificidade do anticorpo) entre os diferentes anticorpos utilizados

para as quatro isoformas de proteinas 14-3-3 de E. granulosus (Figura 6).

Al &1 &2 @ 3 Bl &1 2 @ 3

35 kDa - 35 kDa -

25kDa - 25 kDa -

35 kDa - 35 kDa -

25kDa - 25 kDa -

Figura 6: Demonstracdo da especificidade dos anticorpos anti Eg14-3-3. Em andlises por imunoblot foi
observada a especificidade dos anticorpos anti Eg14-3-3¢1 (A), anti Eg14-3-3¢2 (B), anti Eg14-3-3¢2 (C) e
Eg14-3-3¢3 (D). Os anticorpos anti-Eg14-3-3 foram utilizados na diluicdo de 1:20.000 e o anticorpo
secundario (anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase) foi utilizado na diluicdo de 1:9.000. As proteinas
recombinantes foram resolvidas por SDS-PAGE 12% e transferidas para membrana de PVDF a 70 V
constantes por 1 h e 30 min. As bandas reativas foram visualizadas utilizando os reagentes de deteccdo
ECL Plus (GE Healthcare).
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De acordo com os resultados obtidos podemos confirmar que os anticorpos
anti-Eg14-3-3 sdo especificos para cada isoforma, pois ndo houve reatividade

cruzada entre eles.

Apbs a verificacdo da especificidade dos anticorpos anti-Eg14-3-3 utilizados,
foi realizado o imunoblot com o0s componentes do cisto hidatico com
aproximadamente 40 ug de proteinas (Figura 7), onde a presenca de todas as
quatro isoformas (Egl14-3-3¢1, Eg14-3-3¢2, Eg14-3-3(2 e Eg14-3-3(3) foi detectada
em protoescolices e camada germinativa no cisto 1, no entanto, nenhuma proteina
Eg14-3-3 foi encontrada no liquido hidatico do cisto 1. No cisto 2 foi possivel verificar
a presenca de todas Egl4-3-3 em protoescolices, porém, na camada germinativa e
liquido hidatico nao foi verificada a presenca das proteinas Eg14-3-3¢1, Eg14-3-3¢2
e EQ14-3-3¢3, entretanto, a isoforma EQ14-3-3¢2 foi detectada nestes dois
componentes (Figura 8). Além de analisar apenas a presenc¢a ou ndo das isoformas
nos componentes do cisto hidatico, péde-se também verificar que a expressao das
proteinas Egl4-3-3 € maior em protoescolices quando comparado com a
expressao/presenca nos outros dois componentes (camada germinativa e liquido
hidatico).
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Figura 7: Extratos proteicos utilizados no imunoblot dos trés principais componentes do cisto hidatico.
Foram utilizados aproximadamente 40 ug de extratos proteicos de protoescolices (1), de camada
germinativa (2) e liquido hidatico (3) para a detecgdo da expressao das isoformas Egl14-3-3 em dois cistos
distintos, cisto 1 e cisto 2. Os extratos proteicos foram resolvidos por SDS-PAGE 12% e corados com

coomassie blue.
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Figura 8: Analise do padrdo de expressado das proteinas Egl4-3-3 nos diferentes componentes do cisto
hidatico. Extratos proteicos de protoescélices (1), de camada germinativa (2) e liquido hidatico (3) foram
utilizados para a deteccdo da expressao das isoformas Egl4-3-3 em dois cistos distintos, cisto 1 e cisto 2.
A: Egl4-3-3¢l, B: Eg14-3-3¢2, C: Eg14-3-3(2; D: Egl4-3-3C3. Os extratos proteicos foram resolvidos por
SDS-PAGE 12% e transferidos para membrana de PVDF a 70 V constantes por 1 h e 30 min. As bandas
reativas foram visualizadas utilizando os reagentes de deteccdo ECL Plus (GE Healthcare).Os anticorpos
anti-Eg14-3-3 foram utilizados na diluicdo de 1:20.000 e o anticorpo secundario (anti-lgG de coelho

conjugado a peroxidase) foi utilizado na diluicdo de 1:9.000.
5.2 Identificacdo de ligantes da proteina Eg14-3-3€2

Para a identificagdo dos ligantes proteicos da proteina Egl4-3-3¢2 em
protoescolices foi realizada a técnica de 2DE gel-overlay, onde foi possivel detectar
um numero consideravel de proteinas interagentes presentes no extrato proteico de

protoescolices (Figura 9).
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Figura 9: Identificacdo dos ligantes proteicos da proteina Egl4-3-3¢2 em extrato de protoescdlices. A:
Mapa protedmico de protoescélices (Monteiro et al., 2010); B: gel do extrato proteico de protoescdlices
utilizado nos experimentos de gel-overlay resolvido pela técnica de eletroforese bidimensional com a
marcacgdo dos spots identificados; C: gel-overlay numerado de acordo com o mapa proteémico 2DE de
extratos proteicos de protoescolices; D: gel-overlay com o controle, GST. Marcadores de massa molecular
indicados a esquerda, faixa de pH indicada acima dos géis em A e B e acima dos overlays em C e D.

Diversos spots puderam ser detectados através deste experimento, porém
nem todos foram identificados. Dos aproximadamente 90 spots detectados, 52
puderam ser identificados através da comparacdo baseada no mapa proteémico de
protoescélices (Monteiro et. al. 2010) (Figura 8A). Os 52 spots identificados
correspondem a 20 proteinas distintas (Tabela 1), porém dentre estas 20 proteinas,

quatro proteinas ndo foram consideradas, a fim de aumentar a confianga nos dados
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obtidos, por ndo estarem presentes na segunda réplica biolégica. No entanto, 16

proteinas estavam presentes nos dois ensaios realizados.

Tabela 1: Proteinas de protoescolices que interagem com a proteina Egl4-3-3¢2 identificadas a partir de 2DE
gel-overlay.

Namero Proteinas Categoria Réplica 1 Réplica 2
do spot? funcional ® | "ePica eplica
4 HSP70 O X X
5 HSP70 o* X X
6 HSP70 Oo* X X
7 HSP70 o* X X
10 Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase C X X
11 Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase C X X
12 Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase C X X
13 Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase C X X
14 Fosfoenolpiruvato-carboxiquinase C X X
15 Glicose-fosfato-isomerase G X X
17 Glicose-fosfato-isomerase G X X
20 Proteina MVP Sem KOG X

24 EgAFFP Z* X

25 EgAFFP Z* X

26 Enolase G X

27 Enolase G X

28 Enolase G X

29 Enolase G X X
30 Enolase G X

31 Isocitrato-desidrogenase-NADP-dependente C X

32 Isocitrato-desidrogenase-NADP-dependente C X X
33 Citrato-sintase C X X
34 Citrato-sintase C X X
35 Aspartato-aminotransferase E X X
36 Aspartato-aminotransferase E X X
37 Aspartato-aminotransferase E X X
45 Proteina relacionada a HSP20 ©) X X
50 Proteina relacionada a HSP20 ©) X

55 Anexina U X X
56 14-3-3 épsilon ®) X X
57 14-3-3 zeta @) X

58 14-3-3 zeta ®) X X
59 14-3-3 épsilon ©) X

60 Metiltioadenosina-fosforilase F X X
61 Metiltioadenosina-fosforilase F X X
62 Metiltioadenosina-fosforilase F X X
63 UDP-glicose-4-epimerase M X X
64 UDP-glicose-4-epimerase M X X
65 Frutose-bifosfato-aldolase G X X
66 Frutose-bifosfato-aldolase G X X
67 Frutose-bifosfato-aldolase G X

68 Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase G X X
69 Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase G X X



32

70 Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase G X X
71 Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase G X X
72 Malato-desidrogenase-citoplasmética C* X
73 Malato-desidrogenase-citoplasmética C* X
74 Malato-desidrogenase-citoplasmética C* X X
75 Malato-desidrogenase-citoplasmética Cc* X X
85 Fosfoglicerato mutase G X X
90 Mn-superoéxido dismutase P X

- Numero do spot de acordo com 0 mapa protedmico de protoescolices publicado por Monteiro et al.., 2010.

- Categor|a|s funcionais de acordo com o KOG: (C) conversdo e producdo de energia; (E) metabohsmo e
transporte e aminoéacidos; (F) transporte e metabolismo de nucleotideos; (G) transporte e metabolismo de
carboidratos; (M) Biogénese de parede/membrana/envelope celulares (O) modificacdes poés-traducionais,
turnover de proteinas e chaperonas; (P) Metabolismo e transporte de ions inorganicos; (U) secregédo e transporte
intracelular e vesicular; (Z) citoesqueleto; (sem KOG) proteina n&o relacionada a nenhuma categoria funcional;
(*) antigenos ou proteinas imunomoduladoras (proteinas classificadas arbitrariamente com base nas suas

caracterizag8es imunolégicas prévias de acordo com a literatura publicada).

Para verificar se as interacbes detectadas eram estritamente pela presenca
da proteina Egl4-3-3¢2, a proteina GST (glutationa-S-tranferase) biotinilada foi
utilizada como um experimento controle (Figura 9D). Neste controle foram
detectados poucos spots reativos. E, de acordo com o mapa proteémico, utilizado
para comparacao, o spot que pode ser identificado é referente a proteina glutationa-

S-tranferase.

Entre as proteinas de interacdo identificadas a partir de 2DE gel-overlay estao,
principalmente, proteinas associadas a transporte e metabolismo de carboidratos,
proteinas envolvidas em producdo e conversao de energia e proteinas associadas a
modificacdes pos-traducionais, turnover de proteinas e chaperonas, que

correspondem as categorias funcionais G, C e O, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10: Grafico das categorias funcionais das proteinas interagentes com a proteinas Eg14-3-3¢2.
Categoriais funcionais de acordo com o KOG: (C) converséo e producao de energia; (E) metabolismo
e transporte e aminoécidos; (F) transporte e metabolismo de nucleotideos; (G) transporte e
metabolismo de carboidratos; (M) Biogénese de parede/membrana/envelope celulares (O)
modificacdes pos-traducionais, turnover de proteinas e chaperonas; (P) Metabolismo e transporte de
fons inorganicos; (U) secrecdo e transporte intracelular e vesicular; (Z) citoesqueleto; (sem KOG)

proteina néo relacionada a nenhuma categoria funcional
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6 DISCUSSAO

A caracterizagdo de proteinas na fase larval do parasito E. granulosus é de
grande importancia para o melhor entendimento e compreensdo de aspectos
biolégicos basicos do parasito, sendo também importante para o esclarecimento de
como o E. granulosus mantém e desenvolve o cisto hidatico no organismo
hospedeiro a nivel molecular. Dentre as proteinas que estdo presentes neste
organismo encontram-se as proteinas 14-3-3, que podem ser interessantes alvos de
estudos, pois possuem uma extensa participacdo em processos celulares de
eucariotos devido a sua ampla possibilidade de interacGes proteicas, incluindo entre
elas, moléculas reguladoras. Dentre os processos que as 14-3-3 estdo envolvidas
encontram-se: sinalizagdo celular, apoptose (Aitken, 2006), transporte e
direcionamento intracelular, estrutura do citoesqueleto e diversos outros processos
(Obsil & Obsilova, 2011). Elas sdo encontradas em todos os eucariotos estudados
até o momento e com namero de isoformas que variam de acordo com o organismo.
Nos organismos existem distintos genes que sédo responsaveis pela origem de cada
isoforma. O genoma de E. granulosus foi sequenciado recentemente (Tsai et al.,
2013) e conforme os dados obtidos através deste sequenciamento foram
encontrados 6 genes codificadores de proteinas 14-3-3, cada um responsavel por
uma isoforma. O papel das 14-3-3 na relacdo parasito-hospedeiro vem sendo cada
vez mais vem evidenciado, apesar das interacbes entre as proteinas 14-3-3 e
proteinas reguladoras, como fatores de crescimento, ndo estarem muito bem

elucidadas e esclarecidas.

As quatro isoformas estudadas no presente trabalho, Egl4-3-3¢1, Eg14-3-
3€2, Eg14-3-3C2 e Eg14-3-3(3, sao as isoformas mais relevantes no parasito quando
em sua fase larval, pois as outras duas isoformas ndo possuem grande expressao
neste estagio (Tsai et al., 2013), ja que uma isoforma é pouco expressa e a outra
NAo possui expressdo no estagio larval do parasito. Os produtos génicos destes
quatro genes principais ja foram identificados em estudos de protedbmica de
protoescolices (Monteiro et al., 2010) e em produtos de secrecdo/excrecdo do

parasito em cultura (Virginio et al., 2011).
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Para realizar os experimentos de especificidade dos anticorpos, diversas
tentativas foram realizadas, com diferentes quantidades de proteinas Egl4-3-3
recombinantes e com diferentes diluicbes dos anticorpos anti-Eg14-3-3. Através
desta abordagem foi possivel chegar a uma condicdo onde os anticorpos foram
especificos as diferentes isoformas de Eg14-3-3 utilizadas neste estudo. A condicao
na qual os anticorpos séo isoforma especificos foi encontrada com 50 ng de
proteinas Egl4-3-3 recombinantes e com a utilizacdo dos anticorpos em uma
diluicdo de 1:20.000.

Diferentes cistos foram utilizados para a producdo do extrato proteico de
protoescolices utilizados nos ensaios de gel-overlay, devido a necessidade de uma
grande quantidade de proteinas (2 mg). Desta forma, para a realizacdo destes
experimentos foram utilizados protoescolices oriundo de diferentes cistos hidaticos,
sendo eles tanto G1 quanto G5. Desta forma, os resultados obtidos podem ser
considerados representativos para estas duas espécies, porém esta abordagem nao
permite que seja possivel a identificacdo de interagdes proteina-proteina que
ocorram em apenas uma espécie. J4 para a producdo dos extratos proteicos
utilizados no imunoblot, os trés componentes principais do cisto (camada
germinativa, liquido hidatico e protoescolices) foram coletados de dois cistos
distintos, os quais ainda ndo possuem genotipagem, cada um representando um

individuo, e os componentes foram processados separadamente.

Para a analise do padrdo de expressdo das quatro isoformas, Egl4-3-3¢1,
Egl4-3-3¢2, Eg14-3-372 e Eg14-3-373, foram utilizadas as proteinas recombinantes
e o0s anticorpos purificados anti-Eg14-3-3. Através desta abordagem foi possivel
detectar a presenca de todas as quatro isoformas Eg14-3-3 em protoescolices e na
camada germinativa de pelo menos uma amostra. A auséncia de deteccdo de
algumas Egl14-3-3 na camada germinativa e liquido hidatico em uma das amostras
(cisto 2) pode ser explicada pelo fato de que os cistos possuem variabilidade e que,
possivelmente, estavam em estados de desenvolvimento distintos ou até mesmo
gue correspondam a diferentes espécies (G5 ou G1). Estudos realizados em nosso
laboratério ja identificaram as quatro isoformas aqui estudadas nas camadas de
diversos cistos coletados, o que reforca a presenca das Egl4-3-3 em camada

germinativa. No estagio larval do E. granulosus, a camada germinativa € um tecido
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que possui células indiferenciadas que dao origem aos protoescolices, e que produz
uma membrana externamente a ela. As proteinas 14-3-3 ja foram associadas com o
desenvolvimento de organismos (Siles-Lucas et al., 2003), inclusive a quantidade de
proteinas 14-3-3 presentes na camada germinativa de E. multilocularis ja possui
associacdo com o crescimento diferencial dos seus cistos (Siles-Lucas et al., 1998).
Em S. mansoni as proteinas 14-3-3 ja foram identificadas com o nivel de expresséao
aumentado na fase de preparacdo para a migracdo do pulméo para o figado,
sugerindo que as proteinas 14-3-3, neste organismo, devem estar envolvidas nas
vias de regulacao e transducéo de sinal (McGonigle et al., 2002). Em Giardia lamblia
ja foram identificadas diferencas nas quantidades de 14-3-3 nos dois estagios de
vida deste parasito, desta forma, sugerindo a associacdo das proteinas 14-3-3 com
a manutencdo do seu ciclo de vida (Lingdan et al.,, 2012). Sendo assim, a
identificagdo das proteinas Eg14-3-3 na camada germinativa reforca as evidéncias
de que estas proteinas estdo envolvidas no controle dos processos de
desenvolvimento do E. granulosus. A isoforma EQ14-3-3¢2 além de ter sido
identificada em protoescolices e camada germinativa, também foi detectada em
liquido hidatico, que é um componente considerado como interface parasito-
hospedeiro, como as proteinas Egl4-3-3 ja foram encontradas em produtos de
secrecdo/excrecdo de protoescdlices (Virginio et al., 2012), este resultado
demonstra a possivel importancia das 14-3-3 na relacao parasito-hospedeiro. Uma
das estratégias utilizadas pelo E. granulosus € a da exposicdo do seu hospedeiro a
diferentes moléculas para que seja possivel o seu desenvolvimento e sobrevivéncia
(Siracusano et al., 2012), sendo o liquido hidatico uma das vias para esta exposicao.
Um estudo de caracterizacdo protedmica com o0 objetivo de encontrar novas
interacbes entre parasito-hospedeiro identificou proteinas 14-3-3 como proteinas
com possivel potencial antigénico (Cui et al., 2013), reforcando a hipotese de que
estas proteinas possam estar envolvidas nas interacdes parasito-hospedeiro.

A caracterizacdo das funcdes das proteinas Egl4-3-3 pode estar associada
com a identificagdo dos ligantes proteicos de cada isoforma (j& que a maioria dos
processos biolégicos ocorre com a cooperacdo de diversas proteinas), podendo
desta maneira ser inferido a quais processos e/ou mecanismos biologicos as
proteinas Egl4-3-3 estdo envolvidas. Para a identificacdo dos alvos proteicos da

isoforma Eg14-3-3¢2 foi utilizada a técnica de 2DE gel-overlay. A técnica de



37

eletroforese bidimensional ja havia sido estabelecida em nosso laboratério (Chemale
et al.,, 2003; Monteiro et al., 2010), sendo assim uma boa escolha para a
identificacdo e analise dos ligantes proteicos de Egl4-3-3. Além das condicdes para
a realizacdo deste experimento ja terem sido estabelecidas, os resultados obtidos
podem ser considerados especificos, pois o experimento controle, utilizando GST,
identificou apenas uma proteina como spot reativo, sendo ele referente a GST, uma
vez que este resultado ja era esperado, pois ja foi identificado na literatura que a
GST forma dimeros consigo mesma. Outros experimentos estdo sendo realizados
em nosso grupo de pesquisa para a obtencdo de resultados complementares e
confirmacédo das proteinas identificadas como interagentes de Egl4-3-3, como
ensaio de cross-linking utilizando o reagente Sulfo-SBED associado a
espectrometria de massas.

Dentre as proteinas ja identificadas como interagentes das proteinas 14-3-3
encontram-se moléculas sinalizadoras, quinases, fatores de transcricao, receptores
e proteinas de citoesqueleto e chaperonas (Heverin et al., 2012; Pauly et al., 2007).
De acordo com os resultados obtidos neste trabalho podemos perceber que a
proteina Egl14-3-3¢2 interage com uma quantidade consideravel de proteinas, e
entre elas encontram-se principalmente proteinas associadas a transporte e
metabolismo de carboidratos, proteinas envolvidas em producdo e conversédo de
energia e proteinas associadas a modificagbes poés-traducionais, turnover de
proteinas e chaperonas, concordando com as identificacbes ja detectadas de
proteinas interagentes das 14-3-3, refor¢cando, assim, a confianca nos dados
obtidos.

Enzimas como a gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, enolase, frutose-
bifosfato-aldolase e fosfoenolpiruvato-carboxiquinase ja foram identificadas como
proteinas de interacdo das proteinas 14-3-3 (Meek et al., 2004; Pauly et al., 2007).
Essas proteinas também foram identificadas neste trabalho como proteinas
interagentes da EQ14-3-3¢2. Nos organismos, o metabolismo necessita ser bem
regulado, pois ele deve estar adequado com as necessidades celulares do
organismo em diferentes momentos da sua sobrevivéncia, e as evidéncias do
envolvimento das proteinas 14-3-3 nessa regulacdo vem aumentando cada vez
mais. Porém o conhecimento do papel biolégico das proteinas 14-3-3 na regulacéo

do metabolismo ainda é pouco conhecido, pois muitas das interacdes ja identificadas
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nao foram mais aprofundadas (Kleppe et al., 2011). Por exemplo, ainda ndo se
conhece o efeito biologico da interacdo entre as proteinas gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase e 14-3-3, mesmo esta interacdo ja ter sido identificada em diversos
estudos. A gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase € uma enzima que esta envolvida
em diversos mecanismos, incluindo a participacdo no metabolismo de carboidratos.
Sete entre dez enzimas que participam das vias glicoliticas apresentam funcgéo
adicionais ndo glicolitica ditas moonlighting (Huberts & van der Klei, 2010), por este
motivo a interacdo das proteinas 14-3-3 com enzimas glicoliticas pode apresentar
funcdes adicionais ao controle do metabolismo. Em E. granulosus as enzimas
enolase e frutose-bifosfato-aldolase foram classificadas como potencialmente
moonlighting (Lorenzatto et al., 2012).

As interacdes entre a familia das proteinas 14-3-3 e a familia das HSP (Heat
Shock Protein) sdo amplamente descritas na literatura e diversos estudos sugerem
que a cooperagdo entre estas proteinas pode estar envolvida na sobrevivéncia de
células eucaritticas sob estresse. Estudos mostraram que em E. granulosus j& foi
descrito que proteinas HSP60, HSP70, e proteinas 14-3-3 tiveram seus niveis de
transcricdo aumentada ap0s o tratamento de protoescoélices com anti-helmintico
(Pan et al., 2010b). Como o E. granulosus estad sujeito a muitas situacdes de
estresse devido ao sistema de defesa do organismo hospedeiro, o desenvolvimento
de estratégias de protecdo € fundamental, sendo eles através de secrecdo de
moléculas ou através de mecanismos para a resisténcia aos possiveis danos
sofridos. Desta forma a interacdo entre a familia HSP e a familia das 14-3-3 parece
ser de grande relevancia para a manutencao e sobrevivéncia do parasito.

As proteinas vault, como a MVP (major vault protein), sdo ribonucleoproteinas
citoplasmaticas que sdo altamente conservadas entre as diversas espécies
eucaritticas. Elas ja foram detectadas na superficie do envelope nuclear de
eucarioto 0 que evidencia a sua possivel contribuicAo no transporte nucleo-
citoplasma (Chugani et al., 1993). Outro estudo realizado com as proteinas vaults
encontrou que elas podem contribuir na resposta a infec¢ao (resposta imune), ja que
0S ensaios realizados detectaram que elas sdo rapidamente recrutadas quando
células epiteliais humanas sado infectadas por Pseudomonas aeruginosa (Kowalski et
al., 2007). Diversos estudos tém sido realizados a fim de verificar o envolvimento da

MVP na resisténcia a medicamentos (Mossink et al., 2003), a participacdo da MVP
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nesta resisténcia tem sido analisada principalmente em células cancerosas de
pulmdo. As proteinas 14-3-3 foram identificadas com a expressdo aumentada,
juntamente com a MVP, em neoplasias intraepiteliais pancreaticas (Sitek et al.,
2009), o que nos possibilita inferir que possa haver um mecanismo celular no qual
as duas proteinas estdo envolvidas, e, possivelmente, possam estar interagindo
diretamente.

As interacbes identificadas neste estudo podem auxiliar para o melhor
entendimento desde aspectos biolégicos basicos do E. granulosus até o mecanismo
molecular utilizado pelo parasito para o estabelecimento e manutengdo do cisto
hidatico nos hospedeiros intermediarios, desta forma as 14-3-3 podem ser proteinas

de grande importancia na interacéo parasito-hospedeiro.

A perspectiva deste projeto envolve a montagem de uma coluna com as
proteinas Egl14-3-3 recombinantes imobilizadas para purificacdo de proteinas
interagentes de extratos do parasito por cromatografia de afinidade, utilizando o
peptideo R-18 (Petosa et al., 1998) com a finalidade de verificar a especificidade das
interacdes com o sitio de ligacao das proteinas 14-3-3, além de aumentar o nimero
de amostras de cistos individuais nos experimentos de imunoblot e por fim a
comparacao dos dados obtidos de experimentos ja realizados com as Egl4-3-3¢1,
Egl14-3-3¢2, Eg14-3-3C2 e Eg14-3-3(3.
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