Estudo dos oligomeros recombinantes das subunidades
& 4 e 5 do antigeno B de Echinococcus granulosus
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Introducao Resultados e Discussao

a Echinococcus granulosus

Helminto parasita cuja fase larval (cisto hidatico)
causa a hidatidose cistica (Fig. 1).

a Antigeno B (AgB)

- Proteina imunodominante no cisto hidatico.

- Lipoproteina oligomeérica de 120-160 kDa (Oriol
et al., 1971) formada por subunidades de 8 kDa L~ .
codificadas por uma familia multigénica (Chemale et f&ra 1. = FEchinococcus

granulosus. (A) Adulto, vive

al., 2001) no intestino do hospedeiro

definitivo, caes e outros

- Cinco subunidades foram identificadas: AgB8/1, e O e i
AgB8/2, AgB8/3, AgB8/4 e AgB8/5. termediarios,  unguiados
- A funcao biologica do AgB ainda nao e

domeésticos e seres humanos
totalmente compreendida.
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recrutamento de neutrofilos (Shepherd et al., 1991) e promover
.~ uma resposta imune Th2 nao-protetora (Rigano et al., 2001),
\‘\g.ugerindo um importante papel na relacao parasito-hospedeiro.
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Objetivo

Caracterizar estruturalmente as subunidades AgB8/4 e AgB8/5
recombinantes para possibilitar um melhor entendimento da
estrutura do AgB de E. granulosus.

Material e Métodos
X A sequéncia codificadora de AgB8/5 foi clonada no vetor pGEX-4T1-TEV

1. Extragcdo de DNA gendémico de 3. Clonagem, em vetor
protoescolices de E. granulosus pGEX-4T1-TEV, por
recombinacao
L 2. PCR com iniciadores especificos homologa utilizando-se
cujas extremidades 5’ sdo | a cepa E.coli KC8
complementares ao vetor (Parrish et al., 2004).

i A sequéncia codificadora de AgB8/4 clonada em vetor pET151 foi cedida
pelo aluno do PPGBM Daniel Graichen.

¥ Expressao e purificacao das subunidades recombinantes

Otimizacao das condicOes de expressao:
concentracao de IPTG e tempo de inducao

AgB8/5 / \Ag B8/4
r N

Proteina recombinante expressa Proteina recombinante expressa
em fusdo com a glutationa-S- em fusdo com a Green Fluorescent
transferase (GST) Protein (GFP) e cauda de histidinas
} !
Purificacao por Purificagao por
cromatografia de afinidade cromatografia de afinidade
em resina Glutationa- em resina de niquel
Sepharose 4B (GE). (HisLink-Promega).
Ny £
Clivagem com a protease TEV
|
\%

Subunidades recombinantes (rAgB8/4 e rAgB8/5)
livres da fusao

% Cross-Linking

- 80 ul de uma solugao 2 mg/ml de cada subunidade recombinante foram
incubados com 0,1% de glutaraldeido a temperatura ambiente;

- Aliquotas de 10 pyL foram removidas em diferentes intervalos de tempo e
analisadas em SDS-PAGE 15%.
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/==> Estudos demonstraram que o AgB é capaz de inibir 0",

“==>Embora seja a proteina mais estudada na biologia ",
: de E. granulosus, pouco se sabe sobre a sua :
".estrutura oligomérica e composi¢éo de subunidades.

¥ Clonagem da sequéncia codificadora da subunidade
AgB8/5

A clonagem da  sequéncia 5 & o |
Figura 2. PCR
codificadora da subunidade AgB8/5 foi ! das colénias
. . v transformantes
confirmada por PCR das colbnias . ' para AgB8/S. A
colonia
transformantes (Fig. 2) e, |m= & recombinante
. , 300 * i » estdindicada
posteriormente, por sequenciamento do | = = por seta.

plasmideo recombinante.

i Expressao e purificacao das subunidades rAgB8/4 e rAgB8/5

As subunidades recombinantes 4 e 5 foram expressas em E. coli BL21
(DE3) Codon Plus Ril e E. coli BL21 Codon Plus Ril respectivamente, nas
condigdes indicadas na figura 3.
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- — Figura 3. Purificacao das proteinas em fusao.
255- v —
150- 100- e (A) rAgB8/4 fusionado a GFP e cauda de
100- wws 75- histidinas. Expressao induzida com 0,05 mM de
75- - IPTG por 4h a 20°C. Purificagdo em resina de
50- W niquel (HisLink). (B) rAgB8/5 fusionado a GST.
50- e

- Expressao induzida com 0,05 mM de IPTG por
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< 3h a 37°C. Purificacdo em resina glutationa-
—— — . — . . l
35- 23 \g sepharose 4B (GE). M: marcador de massa
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molecular. As setas indicam as bandas
correspondentes as proteinas em fusao.

25- - -

Apos, as proteinas recombinantes foram submetidas a clivagem com a
protease TEV para liberacdo da fusao (Fig. 4). O rendimento obtido por litro
de cultura foi de 1,65 mg de proteina para rAgB8/4 e 5,3 mg de proteina
para rAgB8/5.
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Y Figura 4. Purificacdo das proteinas recombinantes
35 -l livres da fusdo. rAgB8/5 (A) e rAgB8/4 (B). Foi feita
kDa 5] — clivagem com a protease TEV para separacdo das

33—= subunidades recombinantes da sua respectiva
26- -— proteina em fusio (GFP e GST). A reacdo de
clivagem foi conduzida a 34°C, por 3 h na presenca

15 s
de 1 mM de DTT. (1) rAgB8/5 em fusdo; (2) GST; (3
10] § e 4) AgB8/5 recombinante; (5) AgB8/4
o w2 recombinante. M: Marcador de massa molecular
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X Verificacao da capacidade agregativa das subunidades
recombinantes

As formas monomericas das subunidades do AgB possuem uma massa
molecular de 8 kDa (rAgB8/4) e 7,5 kDa (rAgB8/5). Através da técnica de
cross-linking foi possivel observar a formacao de oligbmeros de alta massa
molecular com o passar do tempo de incubacao com glutaraldeido (Fig. 5).
Isto demonstra que as subunidades recombinantes se associam
espontaneamente, quando em solucao, como ja descrito para as
subunidades rAgB8/1, rAgB8/2 e rAgB8/3 (Monteiro et al., 2007). Entretanto,
a cinética de oligomerizacgao foi diferente, oligbmeros de rAgB8/5 aparecem
nos tempos iniciais de incubacao (Fig. 5B). Para rAgB8/4 observa-se
claramente a transicao monémeros = multimeros - oligbmeros (Fig. 5A).
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Figura 5. Cross-linking das subunidades AgB8/4 (A) e AgB8/5 (B) recombinantes. As proteinas foram incubadas com
glutaraldeido 0,1% por 0,5; 1; 5; 10; 20; 30 e 60 min como indicado no topo da imagem. As setas pretas indicam os
oligbmeros de alta massa molecular. As setas cinzas indicam os multimeros (dimeros e trimeros). M: Marcador de massa
molecular.

Monteiro et al. (2007) demonstraram que as subunidades AgB8&/1,
AgB8/2 e AgB8/3 possuem diferengcas na sua distribuicdo de cargas de
superficie, e aquelas cujas cargas estado bem separadas (AgB8/2-3) teriam
sua oligomerizacao favorecida em relacao aquelas cuja distribuicao € difusa
(AgB8/1). O mesmo pode estar ocorrendo para as subunidades estudadas
neste trabalho, a diferenca na distribuicao de cargas poderia favorecer uma
rapida agregacao para rAgB8/5, enquanto rAgB8/4 necessitaria de passos
graduais.

Perspectivas

Utilizar as subunidades recombinantes em estudos estruturais
atraves de tecnicas de gel filtracao, dicroismo circular, microscopia
eletronica e espalhamento de luz dinamico.
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