A
VOZES.

i M)

fap .. @A)

I” |
%m

!
' \SMBEREJS s

X G ! Wil |
'”III Jlll '|||||||i| i DR | ) Al fl LR [

it SALAO DE 15419
‘JJSJZO s INICIACAQ CIENTIFICA (ANPUS DO VALE

XXX SIC vedes

PROPESQ

Estudo das vias envolvidas na sintese de nucleotideos em Echinococcus
spp. (Platyhelminthes, Cestoda) para a identificacao de novos alvos para o

controle parasitario

Marcelo Pasa Panesso; Henrigue Bunselmeyer Ferreira (orientador)* Laboratorio de Gendmica Estrutural e Funcional e Laboratério de

Biologia Molecular de Cestddeos, Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Introducao

As formas larvais, metacestodeos ou cistos hidaticos (Figura 1), das espécies do complexo
Echinococcus granulosus senso lato (s.l.) sdo as causadoras da equinococose cistica, uma zoonose
cronica de distribuicado mundial e endémica no Cone sul da América do Sul(1l). Os tratamentos
guimioterapicos atuais sao pouco eficazes e se fazem necessarios novos anti-helminticos e novas
abordagens terapéuticas. Analises dos genomas de algumas espécies do género Echinococcus
permitiram a identificacdo de alguns alvos promissores para o desenvolvimento de farmacos(2) e entre
eles, foi listada a ribonucleotideo-redutase (RNR). Esta enzima tetramérica, composta por duas
subunidades RNR1 e duas subunidades RNR2 (Figura 2), participa da rota de sintese de
desoxirribonucleotideos, sendo, por isso, de grande importancia para processos celulares que envolvem

sintese de DNA, como os de replicacéo e de reparo.

Objetivo

* Este trabalho teve também a participacao do pds-doutorando Martin Cancela Sehabiague.
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Figura 1: ciclo de vida de E. granulosus s.I.

Os objetivos deste estudo sao caracterizar funcionalmente a RNR de E. granulosus senso stricto, uma das espécies do complexo E. granulosus
s.l., e avaliar a sua suscetibilidade a drogas inibidoras utilizadas como antitumorais e com potencial como anti-helminticos.

Materials e métodos

Expressao da RNR1 recombinante

A sequéncia codificadora da subunidade RNR1 de E. granulosus s.s. foi clonada em vetor plasmidial de
expressao da serie pGEX para expressao em Escherichia coli como proteina de fusédo com a glutationa-
S-transferase (GST). Diferentes condi¢cOes de cultivo bacteriano e de inducao da expressao da RNR1-
GST recombinante forma testadas. Foi também avaliada a solubilidade da RNR1-GST recombinante

expressa na bactéria.
Expressao e purificacdo da RNR2 recombinante

A sequéncia codificadora da subunidade RNR2 de E. granulosus s.s. foi clonada em vetor plasmidial de
expressao da série pGEX para expressao em E. coli como proteina de fusdao com a GST. A RNR2-GST
recombinante, expressa na bactéria, foi purificada por cromatografia de afinidade em resina de

glutationa-agarose.

Resultados
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Figura 2: Estrutura da RNR

Foi realizada a producdo da RNR1 recombinante. A proteina apresentou problemas de solubilidade, portanto foi realizado um teste de
solubilidade em diferentes condicbes de sonicacdo e em diferentes temperaturas (Figuras 3 e 4). Nao foi possivel detectar a RNR1 no
sobrenadante (Figura 3) e com a realizacdo de um imunoblot foi possivel confirmar a presenca da RNR1 na fase soluvel (Figura 4). Foi
realizada a producao da RNR2 a 15°C por 12-16h e entao foi realizada sua purificacao. A purificacao obteve um rendimento entre 8 mg e 10 mg

de proteina recombinante por litro de cultura.

Figura 4: Deteccao por imunoblot da RNR1 no
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Figura 3: Teste de solubilidade da RNR1 produzida a 20°C
em diferentes condicdoes de sonicacao: 1) marcador de peso
molecular; 2) induzido; 3)sobrenadante e 4) pellet solubilizado
com PBS; 5) sobrenadante e 6) pellet e solubilizado com PBS
0,3 M NacCl;7) sobrenadante e 8) pellet solubilizado com PBS
2% Triton; 9) sobrenadante e 10) pellet solubilizado com
tampao de lise.

Perspectivas
Solubilizacao e purificacao da RNR1.

¢m 64 kDa

sobrenadante apo0s sonicacao:. Inducdo a 15°C:
1)solubilizacdo com PBS; 2)solubilizacao com PBS com
1 mM de DTT e 0,3 M de NaCl;Inducédo a 20°C: 3)
solubilizacao com PBS; 4) e solubilizacdo com PBS com
0,3 M NacCl; 5) solubilizacao com PBS 2% Triton; 6)
solubilizacao com tampao de lise; 7) nédo induzido;8)
iInduzido; 9) pellet apds a sonicacao.

Figura 45 Purificacdo da RNR2: M)
marcador de peso molecular; ) extrato de
E.coli induzido; E1-E7) eluicOes da resina
e R) resina apos a eluicao.

Reconstituicao in vitro da enzima tetramerica recombinante e realizacdo de um ensaio enzimatico de atividade.
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