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INTRODUCAO

O estagio larval do Echinococcus granulosus, o cisto hidatico, € o agente
etioldgico da hidatidose cistica, uma zoonose de carater hiperendémico no
sul da América do Sul, incluindo o Estado do Rio Grande do Sul [1]. O cisto
hidatico, € provavelmente a maior estrutura parasitaria alojada em tecidos
de mamiferos. E. granulosus & capaz de manter a infeccdo por longos
periodos, apesar das defesas apresentadas pelos seus hospedeiros. Os
mecanismos envolvidos na promocao da sobrevivéncia do parasito no
Interior do hospedeiro nao sao totalmente compreendidos, principalmente
do ponto de vista molecular, mas sabe-se que eles sao em grande parte
mediados por moléculas expostas e secretadas pelo cisto hidatico [2]. A
aldolase (EgAldo) e a enolase (EgEno) de E. granulosus sao enzimas
glicoliticas que ja foram detectadas em componentes de interacao da forma
larval do parasito com o hospedeiro [3]. Neste contexto, estas proteinas
podem estar exercendo funcdes nao glicoliticas e a investigacao do papel
funcional destas enzimas pode esclarecer possiveis mecanismos de
interacdo do parasito com o hospedeiro intermediario.

METODOLOGIA

A metodologia utilizada até o momento inclui a producao das proteinas
aldolase (rEgAldo) e enolase (rEgEno) recombinantes e producao de
antissoros policlonais especificos, os quais foram utilizados em ensaios de
avaliacao do padrao de expressao destas proteinas. Alem disso, ensaios de
Interacdo proteina-proteina também foram realizados. A metodologia
utilizada esta representada no fluxograma abaixo:
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Confirmacao da identidade das proteinas rEgAldo e rEgENno

A identidade das proteinas recombinantes foi confirmada atraves de
espetrometria de massas, obtendo-se uma cobertura de 20,11% da
sequéncia da EgAldo e de 47,11% da sequéncia da EgEno.

Avaliacdo do padrao de expressao das proteinas EgAldo e EQEno em
diferentes componentes do cisto hidatico

Antissoros policlonais contra a rEgAldo e a rEgEno foram utilizados em
experimentos de imunoblot para a avaliacdo da expressao das proteinas
cognatas nos componentes do cisto. Estes experimentos demonstraram que
ambas as proteinas sao expressas em protoescolices, camada germinativa
e liguido hidatico (Figura 1).
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Figura 1. Expressédo das EgAldo e EQEno nos componentes do cisto hidatico. (A) SDS-PAGE
12% dos extratos proteicos utilizados. (B) e (C) Imunoblot com soros policlonais contra rEgAldo
(diluicdo 1:10000) e rEgEnNno (diluicao 1:5000), respectivamente. M: marcador de massa molecular,
em kDa; PSC: protoescoélices; CG: camada germinativa; LH: liquido hidatico.

A expressao destas proteinas em componentes de interacao direta com o
hospedeiro também foi avaliada. Tanto a EgAldo como a EgEno foram
detectadas em diferentes fracoes tegumentares e em produtos de ES de
protoescolices (Figura 2). A presenca destas proteinas em componentes de
interface entre o parasito e o hospedeiro é indicativa da realizacado de
funcdes nao glicoliticas.
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Figura 2. Expressao da EgAldo e EgEno no tegumento e em produtos de ES de protoescolices.
(A) Imunoblot usando proteinas de tegumento extraidas de acordo com a sua solubilidade e da fracéo
nao tegumentar. (B) Imunoblot usando sobrenadantes de cultura contendo os produtos de
excrecao/secrecao (ES) de protoescolices. Massas moleculares indicadas no lado esquerdo das
figuras.

Isolamento de proteinas de interacao in vitro com a EgAldo e a EgEno

Através do ensaio de cross-linking, foram isoladas proteinas de E.
granulosus capazes de interagir com a rEgAldo e a rEgEno. Resultados
preliminares implicam na identificacao de 8 proteinas que interagem com a
rEgAldo e 4 proteinas que interagem com a rEgEno (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo de proteinas de interacdo com arEgAldo e rEgEno.

Froteina Organismo Classe Funcional
Actina Echinococcls granuilosus £
Aldolase Echinococols granuiosus (5

EGT4 Echinococcls granuilosus

Fosfoenolpiruvato-carboxiguinase Echinococcls granuilosus C
Glutamino-sintetase Eohinococols granuiosus E
Isocitrato-desidrogenase Echinococcls grahulosus E
Adenilato-guinase Schistosoma rmanson) =
Froteina de chogue térmico (H=F) Lelshmahia armazonensls )
Dineina Horno sapighs £

Preto: proteinas que interagiram somente com a rEgAldo; Az ul: proteinas que interagiram
tanto com a rEgAldo como com a rEgEno; Vermelho: proteinas que interagiram somente
com a rEgEno.

A capacidade de interacao tanto da EgAldo como da EgEno com proteinas
pertencentes a diversos processos celulares, pode evidenciar gue estas
estejam exercendo funcdes nao-glicoliticas. Em outros parasitos, a
identificacdo de importantes complexos envolvendo as proteinas aqui
estudas tem sido descrita. Em Toxoplasma gondii, por exemplo, a aldolase
foi identificada como parte de um complexo de proteinas no qual ela
funciona como conexao entre adesinas da familia TRAP (proteina andnima
relacionada a trombospondina) e actina, fornacendo um modelo que liga a
adesdo com motilidade em parasitos do filo Apicomplexa [4]. Dessa forma, é
possivel que a EgAldo tambéem esteja desempenhando papéis relacionados
a motilidade no E. granulosus. Outros ensaios serdo realizados para
elucidar os papeis desempenhados pela EgAldo e EgEno na interacao do
parasito com o hospedeiro.

PERSPECTIVAS

*Repetir o ensaio de cross-linking para proteinas do parasito e realizar o
ensaio com proteinas do hospedeiro;

«Analisar a distrubuicao das proteinas EgAldo e EgEno no parasito por
Imunofluorescéncia,

«Avaliar o padrdo de expressdo das proteinas EgAldo e EgEno em
diferentes estagios de desenvolvimento do parasito por qRT-PCR.
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