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Resumo

As proteases, sobretudo os complexos enziméticos como o proteassoma 26S, tém sido
relacionadas com diferentes processos biolégicos em parasitas. O presente trabalho, teve como
objetivo realizar um estudo inicial do proteassoma 268 no nematédeo Strongvloides
venezuelensis, por meio de ensaios bioquimicos e da caracterizagdo de alguns componentes deste
complexo multienzimatico. Este nematddeo ¢ utilizado como modelo experimental para o estudo
da estrongiloidiase humana, uma helmintiase com alta prevaléncia em regibes tropicais e
subtropicais. Para tanto, foram obtidos dois estigios de desenvolvimento de S venezuelensis a
partir de infecgBes experimentais em Rattus norvegicus, o estagio infectante de vida-livre (larva
filarioide, 1.3) e o parasitirio (fémea partenogenética, F). Para os ensaios bioquimicos foram
obtidos os extratos brutos de ambos estigios, os quais foram submetidos aos ensaios de
atividades (quimiotripsina e tripsina-simile), utilizando substratos sintéticos fluorogénicos, na
presenca e na auséncia de inibidores especificos do proteassoma 26S (MG132 e PSI). Além
disso, o extrato foi submetido a0 SDS-PAGE, seguido pela técnica de “Western-blot™ utilizando
anticorpos especificos para o proteassoma 20S e para ubiquitina. Para os experimentos
moleculares foram obtidos RNA de ambos os estagios, os quais foram submetidos a
amplificacdes utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para as subunidades alfa 6 e
beta 6 do proteassoma 208 (“core” proteolitico) e as subunidades ATPase 3 e S5a do complexo
regulatério 19S5 do proteassoma 26S. O DNA gendmico foi amplificado para todas as
subunidades com exce¢do da S5a. Os produtos de amplificacdo obtidos foram submetidos a busca
de homologia no banco de dados, apds sequenciamento dos mesmos. Os resultados confirmaram
a presenca do proteassoma 268 no nematddeo S venezuelensis, através da atividade especifica de .
quimiotripsina e tripsina-simile ¢ a presenca de bandas protéicas caracteristicas reveladas pelos
anticorpos especificos, bem como pela analise molecular das subunidades. No entanto, novos
estudos serdo necessarios para inferir a importincia deste complexo multienzimatico neste

parasita.
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Abstract

Protease is an mmportant biological process in different parasites, especiaily in enzymatic complex
like 265 proteasome. The objective of the present work was to initiate the study of the 268
proteasome in the nematode Strongyloides venezuelensis using biochemical experiments and
identifying some components of this multienzymatic complex. This nematode has been used as a
model and tool for the studies on strongyloidiasis, a helminthiasis of high prevalence in tropical
and subtropical regions. In this study, two development stages of S venezuelensis, namely
infective larvae (third-stage larvae) and parasitic stages, were used for experimental infections in
Rattus norvegicus. In biochemical experiments the crude extracts of the both stages were
submitted at proteolytic activities (chymotrypsin-like and trypsin-like) using fluorogenic peptides
in presence and absence of proteasome inhibitors (MG132 and PSI). Moreover, the crude extracts
were submitted at SDS-PAGE and western-blot methods using specifics antibodies. In molecular
experiments, RNA of both stages were amplifed with specific oligonucleotides to alfa 6 and beta
6 subunits of the 20S proteasome (proteolytic core) and ATPase 3 and S5a of the regulatory
particle (195). The genomic DNA was amplifed to all subunits, excepting of S5a subunit. Results
show the presence of the 268 proteasome in proteolytic activities from S. venezulensis of the
chymotrypsin-like and trypsin-like and the presence of the labeled bands by the antibodies, as
well as molecular analysis of the subunits. However, new studies will be necessary to define the

importance of these multienzymatic complex on the parasite biology.
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Introdugéo

Introducio

O género Strongyloides pertence ao reino Animalia, sub-reino Metazoa, filo Nematoda,
classe Secementea, ordem Rhabdiasoidea. A familia Strongyloididae é composta por parasitas de
interesse médico e veterinario. No género Strongyloides estio incluidas 52 espécies, sendo que
somente duas foram descritas como infectantes para o homem: S. stercoralis (Bavay, 1876) e S.
Juelleborni (von Linstow, 1905) (LEVINE, 1979). Este género ocorre no homem, em mamiferos
domésticos e silvestres, aves, répteis e anfibios, causando a estrongiloidiase (GROVF, 1996). 5.
Juelleborni, parasita natural de macacos do velho Mundo, provoca a estrongiloidiase humana em
algumas regides da Africa e Asia. Uma sub-espécie 8. fuelleborni kellyi foi descrita recentemente
parasitando habitantes de Papua-Nova Guiné (ASHFORD et al.,1992).

A estrongiloidiase tem distribuigio mundial heterogénea, sendo a prevaléncia da infecgio
humana pelo S. stercoralis dividida em trés categorias: esporadica (<1%), endémica (1-5%) e
hiperendémica (>5%) (PIRES & DREYER, 1993). Todas as 4reas agrupadas como
hiperendémicas estio situadas nos tropicos, onde as condigdes climaticas favorecem a
disseminagio deste parasito. Na Europa, a infecgio prevalece em pessoas que trabalham no
campo, enquanto que nos tropicos a doenga acomete principalmente as criangas pela freqiiente
permanéncia em solos confaminados (GROVE, 1996).

No Brasil, a estrongiloidiase ¢ uma doenga de grande importincia em saide pablica com

- taxas de infecgdo. atingindo. até. 41,5%. (COSTA-CRUZ, 2000), de acerde com as diferentes

regides e métodos de escolha para o diagnéstico parasitolégico. Na regido sudeste, a prevaléncia
da estrongiloidiase em criangas, varia de 0,39% (ALMEIDA & COSTA-CRUZ, 1988) a 13,0%
(MACHADO & COSTA-CRUZ, 1998).

§. stercoralis € uma espécie dimorfobidtica, isto ¢, apresenta uma forma parasitria e
outra de vida-livre, distintas entre si, que se intercalam no ciclo evolutivo. O ciclo de vida de S,
stercoralis é considerado complexo, uma vez que se pode desenvolver no meio ambiente (ciclo

de vida livre ou indireto) ou no hospedeiro humano (ciclo parasitario ou direto) (Esquema 01).
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Esquema 01: Ciclo de vida de Strongyloides stercoralis (Adapted and redrawn from NCDC)

No cicle de vida livre, as larvas rabditoides eliminadas no meio externo junto com as

fezes, em ambiente propicio, isto ¢, imido e quente (25 a 32°C), podem sofrer muda e evoluirem
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dentro de 24 a 48 horas em larvas filaridides infectantes, capazes de penetrar em outro individuo
e iniciar novo ciclo parasitario sem a interposigfio do estagio de adulto de vida-livre. Ou ainda,
outras larvas rabditdides, ao final de dois a cinco dias se diferenciam em macho e fémea de vida
livre. O macho insemina a fémea, a qual deposita 0s ovos no solo, e estes se desenvolvem
rapidamente liberando larvas rabditéides que por sua vez evoluem para larvas filaridides, as quais
retornam ao parasitismo (GROVE, 1996).

No ciclo de vida parasitario, as larvas filaridides quando em contato com a pele ou
mucosa do homem, penetram ativamente atingindo os pequenos vasos sendo levadas pela
circulagdo venosa at€ o lado direito do coragdo. A partir dai, através das artérias pulmonares,
chegam aos capilares, penetram nos alvéolos e ascendem até a traquéia levadas passivamente
pelos cilios do epitélio respiratorio, até & nasofaringe, onde sdo deglutidas alcancando, entfo, o
duodeno, para se transformarem em fémeas partenogenéticas e iniciarem a oviposi¢io dando
origem s larvas rabditéides (COSTA-CRUZ, 2000).

Entre as infec¢Oes humanas causadas por nematédeos, S. stercoralis é o nico que possui
a habilidade de auto-infec¢8o. Como resultado da auto-infecgio continua, a estrongiloidiase pode
persistir por muitas décadas ap6s o individuo ter sido infectado mesmo na auséncia de novas
infecgbes (LIU & WELLER, 1993; RAMACHANDRAN et al., 1998).

A interacfo entre S. stercoralis e o hospedeiro humano é complexa, existindo trés
possibilidades de evolugdo em individuos infectados, como: a erradicagio, a cronicidade da
infecgdo, e a forma severa ou grave, dependendo de fatores relacionados a0 sistema imune do
hoépedeiro e da habilidade de evasio por parte do parasito (GROVE, 1996). Muitos mdividuos |
infectados sfo completamente assintomaticos, enquanto que outros podem apresentar
desconfortos intestinats. Além disso, em algumas circunstincias ocorre uma intensa
multiplicago do parasito, caracterizando a hiperinfecgio (ou acelerada taxa de autoinfecgiio) ou
ainda a infecgdo disseminada, quando um grande nimero de helmintos estd presente em varios
orghos, fora dos sitios usuais, como por exemplo, o trato gastrointestinal e os pulmdes (NEVA,
1986). A mortalidade nestes casos € alta, refletindo nio somente a infecgio parasitaria, mas
também as condi¢hes que predispdem a disseminacio. Muitas infecgdes severas tém sido
associadas com a imunossupressio especialmente quando hi comprometimento da imunidade

mediada por células, como ocorre nos linfomas, leucemia, tumores sélidos, infecgdes por
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micobactérias, desnutri¢cio, uso de corticosterdide ou outros agentes IMUNOSSUpPressores e
infec¢do retroviral (LIU & WELLER, 1993).

As manifestagSes clinicas desta helmintiase estio ligadas a migragio do parasito no
organismo do hospedeiro, ao sistema imunoldgico, ao grau da infecgio parasitaria, ao estado
nutricional do hospedeiro e infecgdes concomitantes (LIU &WELLER, 1993).

O diagnéstico da estrongiloidiase é confirmado pela presenca das formas parasitarias de S.
stercoralis, usualmente encontradas nas fezes, podendo ser vistos no escarro, no aspirado
duodenal, urina, ou ocasionalmente em outros fluidos corporais ou amostras de tecidos {(GROVE,
1996; COSTA-CRUZ et al., 1997; SIDDIQUI & BERK, 2001).

Varias técnicas tém sido usadas para demonstrar as formas larvérias nas fezes incluindo o
esfregago fecal direto em solugio salina, concentragio pelo formol-éter {Ritchie) (GROVE,
1996), método de Baermann-Moraes (BAERMANN, 1917; MORAES, 1948), cultura em papel
de filtro (Harada-Mori) e cultura em placa de 4gar (KOGA et al., 1991). A identificagio torna-se
mais precisa quando os parasitos sZo avaliados pelo exame morfologico, porém isto é raramente
possivel com espécimes clinicos, uma vez que, a liberagdo larval nas fezes é minima e irregular, o
que resulta em nimero muito pequeno na maioria das pessoas infectadas. Desta forma, a
confirmacio da pfesenga da infecgio torna-se extremamente dificil (SATO etal,, 1995; GROVE,
1996).

Diante da dificuldade de diagnéstico parasitolégico, tem-se a necessidade de se recorrer a
métodos sorologicos para o diagnéstico da estrongiloidiase. Varios ensaios imunologicos tém
sido desenvolvidos 20 longo dos anos, incluindo testes intradérmicos com extratos larvais,
imunofluorescéncia indireta, métodos para a detecciio de IgE, hemagiutina¢io indireta de
particulas de gelatina, teste imunoenzimatico (ELISA) e “Western Blotting” (GROVE, 1996,
SIDDIQUI & BERK, 2001),

Relatos sobre a utilizagio dos testes sorolégicos demonstram que os mesmos podem ser
utilizados em conjunto com os exames de fezes no diagnéstico da estrongiloidiase, ou ainda no
monitoramento de pacientes (SATO et al, 1995; COSTA-CRUZ et al, 1997; PAULA et al,
2000, SCHAFFEL et al,, 2001; SILVA et al, 2003). Os testes sorolégicos possuem algumas
limitagBes, como: a obtengdo de quantidades de antigenos para fracionamento e analise, e o

fenémeno de “reacdo cruzada”, devido a grande complexidade antigénica que estes parasitas
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possuem em relagio a bactérias e protozoarios (ROSSI et al,, 1993). Diante disto, a identificacio
e caracterizago de antigenos especificos através de técnicas de biologia molecular sdo essenciais
para o desenvolvimento de testes de diagnoésticos especificos (SATO et al., 1990; CONWAY et
al,, 1993; SIDDIQUI et al.,, 1997, 2000 e 2001; RAMACHANDRAN et al., 1997 ¢ 1998;: RAVI
et al, 2002).

Devido a capacidade de autoinfecgiio de S. stercoralis, da possibilidade de hiperinfecgio
principalmente em individuos imunodeprimidos (FERREIRA et al., 1999, SCHAFFEL et al,
2001) e da eliminagfio larval minima e irregular na maioria dos pacientes infectados
(RAMACHANDRAM et al., 1998; SIDDIQUI & BERK, 2001), tem-se a necessidade de uma
melhor compreenséo dos mecanismos biolégicos deste parasita.

Algumas espécies do género Strongyloides sp. (S. rati e S. venezuelensis) tém
apresentado uma alta correlagdo com S. stercoralis, em relagio a especificidade e sensibilidade,
permitindo que estas espécies sejam consideradas como fonte heteréloga de antigeno no
imunodiagnostico da infecgio humana (SATO et al, 1995; COSTA-CRUZ et al, 1997;
MACHADO et al, 2001 e 2003) ou ainda no melhor entendimento da relagio parasita-
hospedeiro na estrongiloidiase.

S. venezuelensis t€m sido utilizado como modelo experimental para o estudo desta
helmintiase (TSUJI & FUJISAKIL 1994; SILVEIRA et al, 2002; NEGRAO-CORREA et al,
2003). Mudangas na composigio protéica do estagio de larva infectante e o de fémea parasita em

S. venezuelensis t€m sido demonstrados por Tsuji et al. (1993 e 1997), porém os mecanismos

- biologicos e bioquimicos necessarios para uma adaptagio rapida as novas condigdes ambientais

{do estagio de vida livre para o parasitirio) permanecem desconhecidos.

O contetido e a diversidade das proteinas celulares estio em um estado dinimico de
sintese e degradagiio em resposta 4s mudangas ambientais e as condigdes patofisiologicas dos
organismos (GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002). As proteases intracelulares apresentam
um importante papel nos processos fisioldgicos essenciais através do controle dos niveis de
proteinas intracelulares. Este processo de degradacfo é extensivo, complexo e altamente seletivo,
onde proteinas especificas sdo degradadas dentro da célula em diferentes taxas
(CIECHANOVER, 1994).
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A importincia das proteases em VArios processos biologicos de parasitas tem sido
relacionada com a invasio de células do hospedeiro, o encistamento, o excistamento, a
diferencia¢do, a progressdo do ciclo celular, a eliminagiio e a evasio da resposta imune do
hospedeiro (HARROP et al, 1995, HADAS & STANKIEWICZ, 1997 ; KLEMBA &
GOLDBERG, 2002).

Enquanto proteinas estruturais apresentam uma meia vida longa, as proteinas regulatdrias
sdo rapidamente degradadas. Além disso, as proteases com alta especificidade sdo precisamente
reguladas e fisicamente compartimentalizadas. Desta forma, a protedlise celular é um processo
complexo, desempenhando intimeras fungbes durante a vida e a morte celular (CIECHANOVER
& SCHWARTZ, 1998; ROCK et al, 2002). A biosintese de proteinas e seus mecanismos
reguladores estdo bem elucidados, porém nio sdo ainda totalmente conhecidos os processos
proteoliticos intracelulares, nem os fatores e sinais que controlam as vias de degradacio
(GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002).

Atualmente admite-se a importincia de trés vias proteoliticas principais envolvidas com a
manuten¢@o do conjunto de proteinas de um organismo: a via lisossomal, a via Ca™ dependente e
a via proteassoma ubiquitina (ROCK et al., 2002),

A proteolise lisossomal foi o primeiro sistema proteolitico identificado e durante diversos
anos pensou-se que toda a atividade degradativa do interior da célula era dependente do
lisossomo, porém esta via proteolitica é responsavel pela degradaciio de proteinas extracelulares
endocitadas e de proteinas intracelulares em condi¢des de estresse celular (CIECHANOVER,
existentes nos diferentes organismos, e estdo envolvidas preferencialmente no controle dos niveis
de outras proteinas constituintes de vias metabélicas ou de transducio de sinal (BELCASTRO et
al., 1998).

Uma importante via proteolitica localizada no citoplasma e no nicleo de células
eucarifticas, ¢ a via proteassoma dependente de ubiquitina (esquema 02). Esta via proteolitica ¢
de fundamental importincia na degradacio de proteinas envolvidas no ciclo celular, na
diferenciacdo, na adaptacdo ao estresse celular e na geragio de peptideos envolvidos no
reconhecimento imune (GROLL & HUBER, 2003). O descobrimento desta via e da sua fungio

biologica caracterizada como o maior sistema de degradagio extralisossomal, tém proporcionado
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uma nova concepgio para a compreensio da regulacio de processos celulares basicos através do

controle seletivo e temporario da degradagfio proteolitica (NAUJOKAT & HOFFMANN, 2002).

O proteassoma tem importante papel no “turnover” de proteinas presentes no citoplasma e
no nicleo de células eucaridticas. Nesta via de degradagio o substrato a ser degradado é
primariamente marcado com multiplas moléculas de ubiquitina (HERSHKO, 1996; PAUGAM et
al., 2003). As proteinas conjugadas a cadeias de poli-ubiquitina sio entio, rapidamente
degradadas pelo proteassoma 26S em pequenos peptideos de 3 a 25 aminoacidos
(CIECHANOVER & SCHWARTZ, 1998; GROLL & HUBER, 2003).
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A conjugacio da ubiquitina, um polipeptideo de 76 aminoacidos, ocorre via mecanismo de
adi¢3o seqliencial enzimatica, onde a ubiquitina livre é carreada até a proteina alvo, através de
uma enzima ativadora de ubiquitina dependente de ATP (E1), uma conjugadora de ubiquitina
(E2) e uma ligase (E3). Nesta cascata ocorre a ligagdio covalente da ubiquitina na sua regifo
glicina C-terminal em um grupo amino livre sobre a proteina alvo, usualmente no residuo de
lisina 48 (DeMARTINO & SLAUGHTER, 1999). A ligacio isopeptidica pode ocorrer em outros
residuos de lisinas (6, 11, 29 ou 63), resultando em diferentes funcdes biologicas. As cadeias
formadas sobre o residuo de lisina 63 estiio envolvidas na endocitose de proteinas de membrana,
no reparo do DNA, na resposta ao estresses e em fungbes ribossomais {(MYKLES, 1998;
PICKART, 2000, AGUIAR & WENDLAND, 2003; HATAKEYAMA & NAKAYAMA, 2003),
As cadeias curtas formadas sobre os residuos de lisina 29, parecem estar associadas com o
alongamento da cadeia de poli-ubiquitina no substrato alvo, enquanto que miltiplas cadeias
formadas nos residuos 6 e 11, podem se ligar a subunidade S5a do complexo 198, porém nio é
claro se estas possam ser reconhecidas e degradadas pelo proteassoma 268 (GLICKMAN, &
CIECHANOVER, 2002).

Existe uma hierarquia estrutural, das enzimas (ubiquitinagio) identificadas em leveduras e
mamiferos, onde somente se conhece uma E1, algumas E2 (em tomo de 20) e centenas de E3, a
qual confere uma interacfio altamente especifica do substrato destinado a ubiquitinagio
(ADAMS, 2003).

Considerages sobre o entendimento da conjugagio de ubiquitina, e o seu papel na

- regulacgdo da degradagfio e na modificagio de proteinas tém sido realizados por diversos autores.

Estudos tém demonstrado que a regulagio ocorre através da deubiquitinacio (WILKINSON,
1697). Assim, as enzimas deubiquitinadoras (DUBs) tém sido reconhecidas como um fator
regulatério importante da via ubiquitina dependente (CHUNG & BACK, 1999), uma vez que
estas possuem duas fungdes principais: a remogdo da ubiquitina da proteina substrato, resultando
na ndo destruicio proteolitica; e na geragio de mondmeros de ubiquitina pela clivagem de
cadeias de poli-ubiquitinas das proteinas degradadas (MYKLES, 1998).

O proteassoma 268 consiste de dois subcomplexos, o 208 (core proteolitico) e 0 198 (core
regulatorio) (Esquema 03). O core proteolitico 208 é um complexo enzimatico em forma de barril

ligado em suas extremidades ao complexo regulatério 198 (NAUJOKAT, HOFFMANN, 2002).
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Esquema 03: Proteassoma 26S (Glickman, Ciechanover, 2002)

O proteassoma 205 ¢ composto por dois tipos de subunidades alfa e beta, dispostas na
forma de um cilindro formado por quatro anéis, onde cada um contém sete diferentes
subunidades («1-7 B1-7 B1-7 al-7), as quais favorecem a formagio de um poro central
responsavel pela hidrolise das proteinas alvos no sitio proteolitico (GLICKMAN &
CIECHANOVER, 2002). Nos anéis formados pela subunidade beta, estio localizados os sitios
proteoliticos nos residuos de treonina amino-terminal voltado para a cavidade central do
complexo 205 (NAUJOKAT & HOFFMANN, 2002). As subunidades alfa ndo proteolitica
auxiliam na translocagdo do substrato ubiquitinado para dentro da cavidade central e interagem

conformacionalmente com o complexo regulatério 198 (VOGES et al., 1999).
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O proteassoma 20 S tem sido chamado de protease multicatalitica, devido 4 presenca de trés
subunidades proteoliticas ativas para sitios diferentes em um tnico anel beta. Estes sitios atuam
juntos na degradagdo de polipeptideos, com diferentes especificidades na seqiiéncia de
aminoacidos (ROCK et al, 2002). Uma atividade referida como quimiotripsina-simile cliva
preferencialmente o sitio carboxilico de aminoacidos hidrofébicos, a atividade de tripsina-simile
cliva apds residuos basicos e a terceira cliva primariamente apés residuos cidos (GLICKMAN &
CIECHANOVER, 2002). Este {iltimo sitio tradicionalmente chamado de peptidilglutamilpeptideo
hidrolase, por clivar apés residuos de acidos asparticos ¢ de acidos glutimicos podem ser
chamados ainda de pés-acidicos ou caspase-simile. Baseando-se na analise da difragdo raio X, o
sitio de quimiotripsina-simile, o tripsina-simile ¢ o pos-acidico estdo localizados nas subunidades
BS, B2, e B1, respectivamente (ROCK et al., 2002, GROLL & HUBER, 2003).

As subunidades alfa e beta do 20S foram classificadas baseando-se na sua homologia com o
proteassoma primitivo encontrado na arqueobactéria Thermoplasma acidophilum (LOWE et al,,
1995).

O complexo regulatério 198, consiste do subcomplexo base composto de seis subunidades
ATPases (Rpt 1-6) pertencentes a familia AAA e duas nio ATPases (Rpn2/81, Rpnl/82), e o
subcomplexo tampa composto de 8 subunidades nio ATPases (Rptn 3/83, 5/p55, 6/89, 7S10a,
8/812, 9/811, 11/513 e 12/814) (NAUJOKAT & HOFFMANN, 2002; FERREL et al., 2000). A
base esti em coﬁtato com as subunidades alfa do 20S, promovendo a abertura do canal
proporcionando assim a transloca¢iio do substrato até a regido central do 20S, onde sera

“degradado. As subunidades que formam a tampa e a base apresentam uma elevada similaridade
em composi¢éo de aminoicidos desde leveduras a mamiferos, sugerindo uma importante funcio
biolbgica para estas estruturas (ROCK et al, 2002). O 198 & responsavel por diferentes fungdes
bioquimicas, como reconhecimento de substrato poli-ubiquitinado, e atividade isopeptidase para
a clivagem das cadeias de poli-ubiquitina em monémeros de ubiquitina (FERREL et al., 2000;
GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002; NAUJOKAT & HOFFMANN , 2002).

As subunidades ATPases da particula regulatéria (19S) pertencem a superfamilia das
AAA (ATPases associadas com varias atividades celulares), porém as subunidades do
proteassoma formam um grupo separado dos outros 17 membros da familia AAA (PATEL &
LATTERICH, 1998). Os membros desta superfamilia possuem um dominio AAA de 230

10



Introduciio

aminoicidos altamente conservados entre seus membros (VALE, 2000; WOLLENBERG, &
SWAFFIELD, 2001). A superfamilia das AAA estd envolvida em diversas fun¢des celulares,
como na replicagio do DNA, no transporte através da membrana, regulacio do citoesqueleto,
biogénese de organelas e na motilidade intracelular (PATEL & LATTERICH, 1998; VALE,
2000, MAURIZI & L1, 2001). Por outro lado, as subunidades que fazem parte do complexo 198
podem ser responsaveis pelo consumo de ATP pelo proteasoma 268 durante a protedlise, e assim
auxiliar no reconhecimento e desdobramento do substrato alvo, e na translocaciio do mesmo até o
canal central do proteasoma 208 (FU et al,, 1999).

A subunidade S5a (Rpnl0) do complexo 19S estd localizada na interfase dos
subcomplexos base e tampa, e ¢ capaz de se ligar a cadeias de poliubiquitina (SAEKI et al.,
2002). Com 1isso tem sido proposto que a S5a pode ser o componente reconhecedor de
conjugados ubiquitinados do complexo 198 (VOGES et al, 1999). Recentemente existem
evidéncias de que a subunidade ATPase3 interage com cadeias poliubiquitinadas, funcionando
também como um sinal para a degradagio pelo proteassoma 26S em eucariotos (LAM et al.,
2002).

Além do complexo regulatério 19S (PA700), existe outro complexo regulatério, o 118
(PA28), o qual em eucariotos superiores, desempenha um importante papel na apresentacio de
antigenos atraves de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade classe I, MHC 1
(ROCK etal, 2002; PAUGAM et al, 2003). O PA28 ¢ composto de trés subunidades alfas e trés

ou quatro beta idénticas que podem estar associadas com as subunidades alfa de um ou ambos os

lados do proteassoma 20S. Em eucariotos superiores as subunidades betas cataliticas (81, B2, e

B5) s&o substituidas pelas homélogas (LMP2, MECL-1 e LMP?7), respectivamente, apds estimulo
com [FN-y formando o proteassoma conhecido como imunoproteassoma (DeMARTINO, &
SLAUGHTER, 1999, 2000; ROCK et al, 2002). O imunoproteassoma tem a capacidade de
formar peptideos com aminoacidos hidrofobicos ou basicos no C-terminal, sendo estes
associados com o MHC de classe L, epitopos proprios para a via de apresentagio de antigeno
(BOCHTLER et al, 1999). As subunidades do PA28 nio possuem homologia com os
componentes do complexo 198, podendo indicar uma evolugio relativamente recente
(DeMARTINO & SLAUGHTER, 1999; ROCK et al., 2002).

11



Introducéo

A ocorréncia do proteassoma 26S como uma maquinaria proteolitica altamente elaborada é
restrita as células eucariéticas. O proteassoma 7 acidophilum possul uma composicio
relativamente simples contendo somente duas diferentes subunidades alfa e beta, porém um
complexo proteolitico estruturalmente similar aos eucariotos superiores (BAUMEISTER et al.,
1998). A primeira evidéncia da existéncia do proteassoma em bactérias foi através de pesquisas
na base de dados por comparagbes de seqiiéncias depositadas (LUPAS et al., 1994), as quais
indicam a existéncia de dois proteassomas, um contendo somente duas subunidades beta
associadas diretamente com uma subunidade ATP4sica e outro muito similar ao encontrado em
arqueobactéria (BAUMEISTER et al,, 1998).

Assim, a degradagdo de proteinas pelo proteassoma 268 nas células eucariticas como
sendo um processo altamente conservado pode estar relacionado nio somente com as fungoes
metabdlicas, mas também com fun¢des regulatérias. De fato, os processos celulares basicos como
degradacdo de proteinas durante a proliferacio celular é devido ao proteassoma 268
(NAUJOKAT & HOFFMANN, 2002). Existem evidéncias, de que a ndo regulagdo da
degradacdo de proteinas pelo proteassoma contribui para diversas patogenias de doencas
humanas, como: cncer, doencas neuro e miodegenerativas (GLICKMAN & CIECHANOVER,
2002).

Uma das formas de se entender a fungiio do proteassoma é modular a sua atividade ‘in
vivo’. Atualmente vérias classes de pequenas moléculas inibidoras tém sido descritas, dentre
essas se tém os peptideos aldeidos sintéticos, como o MGI132 e PSL, e os produtos naturais
~lactacisting, epoxomicina, ¢ a caetacistina (LEE & GOLDBERG, 1998). Alguns destes inibidores
sdo capazes de penetrar nas células, bloquear drasticamente as fungdes do proteassoma reversivel
ou ireversivelmente, sem afetar os processos bioclégicos vitais, como a sintese de ATP e de
proteinas, através da formagio de ligagSes covalentes com o sitio de treonina ativo das
subunidades beta do proteassoma 20S (RURPP et al., 1998; ADAMS, 2003). Em estudos pré-
clinicos, utilizando modelos animais, os inibidores do proteassoma promoveram a morte celular
de diversos tipos de tumores ‘in vitro™ e ‘in vivo’ (ADAMS, 2003), por tanto, estes compostos
podem ser alternativos promissores no tratamento de diversos tumores humanos (LEE &
GOLDBERG, 1998).
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O arranjo desta protease em uma estrutura com varas atividades altamente
compartimentalizada, conservada através da evolugio, faz com que esta particula seja
praticamente indistinguivel entre leveduras e 0 homem (ROCK et al., 2002).

O proteassoma 208 tem sido identificado em diferentes organismos, desde arqueobatérias
até eucariotos superiores, sendo altamente conservado durante a evolugio das espécies, com uma
grande similaridade estrutural e seqiiencial (BOUZAT et al., 2000; GROLL & HUBER, 2003).
Como mencionado anteriormente em eucariotos superiores o proteassoma esta envolvido em
diversas fun¢Ses celulares, porém, o seu papel fisiolégico em arqueobactérias ainda nio é claro.
Estudos com inibidores sugerem que o 20S nestes organismos nio é essencial, indicando a
possibilidade da existéncia de outras vias de degradagio de proteinas (BOCHTLER etal., 1999),
uma vez que, tais inibidores possuem o efeito marginal dentro de condigdes normais de
crescimento destes organismos (RURPP et al| 1998).

Nos dltimos anos, diversos grupos independentes tém mostrado a importincia dos
proteassomas para 0 desenvolvimento normal de parasitos, especialmente tripanossomatideos.
Em caracteriza¢do do proteassoma 208 de Trypanosoma brucei em telacio ao de ratos, tem-se
demonstrado que eles sdo estruturalmente similares, porém funcionalmente distintos (HUA etal,
1996).

Além disso, a importincia do proteassoma em diferentes organismos vem sendo relatada
recentemente por diversos autores. No protozoario parasita, 7. cruzi, quando a atividade do
proteassoma € inibida ocorrem profundas mudangas estruturais, impedindo a transformaciio do
~ estdgio de amastigota para tripomastigota (DIEGO et al., 2001). No causador da malaria,
Plasmodium falciparum, a lactacistina tem sido um promissor candidato a drogas, uma vez que
tem o efeito bloqueador sobre o crescimento de cepas do parasito resistentes e sensiveis a
cloroquina (CERTAD et al, 1999). De modo semelhante, inibidores do proteassoma tem
bloqueado o crescimento intracelular e a replicagio de Toxoplasma gondii (SHAW et al,, 2000).
Além disso, a caracterizagio do proteassoma através da clonagem de algumas subunidades que
compde o complexo regulatério em outros protozoarios intestinais de importdncia médica, como
Giardia sp e Entamoeba sp, indicam uma alta similaridade com os proteassomas ja descritos com

os de arqueobactérias e eucariotos superiores (PAUGAM et al., 2003).
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Por outro lado, existem poucos relatos sobre a fungo e caracterizacio molecular em
helmintos. No nematédeo parasita, Trichostrongylus colubriformis, o tratamento com fragdes
enriquecidas do proteassoma deste parasito, pode levar a propriedades moduladoras quando
utilizado para imunizar carneiros infectados com este parasito (STANKIEWICZ, HADAS, 2000).
O nematédeo de vida-livre, Caenorhabditis elegans, tem sido utilizado como modelo para a
analise das interages das subunidades que compde o proteassoma 268, além de isolar outras
proteinas potenciais para a interagio com este complexo multienzimatico, através de extensa
Ppesquisa no banco de dados (DAVY et al., 2001), estes dados constituem o inicio do estudo da
via proteolitica em helmintos. No trematédeo, Schistosoma mansoni algumas subunidades que
compde esta via tem sido evidenciadas em nosso laboratério, bem como estudos “in vitro™
utilizando nibidores especificos do proteassoma (dados ndo publicados).

Mecanismos moleculares envolvidos na regulagio da diferenciagio da larva infectante para
a forma parasitina de Strongyloides sp. sdo pouco conhecidos. Relatos sobre a mmportincia de
proteinas neste processo tém sido mencionados por Gallego et al. (1998) e Massey-Jr et al.
(2001), porém ndo tem sido identificada a presenca do proteassoma neste helminto.

Questdes sobre o complexo ciclo de vida do nematédeo Strongyloides, permanecem sem
respostas. O que determina o direcionamento do ciclo de vida direto ou indireto pela fémea
partenogenética? Ou ainda, o que explicaria a manutengéio da dire¢iio tomada? Pode-se especular
a atuacdo da via proteassoma-ubiquitina no controle do ‘turnover’ de proteinas intracelulares
deste parasita, as quais podem ser de crucial importincia neste direcionamento.

Diante destas consideragSes pode-se entender que a investigagio do proteassoma em S,
venezuelensis, através da caracterizacio molecular de algumas subunidades e da atividade
enzimatica deste complexo proteolitico certamente contribuird para uma melhor compreensio dos

mecanismos envolvidos no ciclo complexo deste parasito e das manifestagdes desta parasitose.
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Capitulo 1

CARACTERIZACAO DO PROTEASSOMA 26S EM STRONGYLOIDES
VENEZUELENSIS

Paula, Fabiana Martins'; Borges, William Castro®; Guerra-S4, Renata®, Ueta, Marlene Tiduko';
Rodrigues, Vanderlei’.

1. Laboratério de Helmintologia, Departamento de Parasitologia, Instituto de Biologia da
Untversidade Estadual de Campinas, Campinas, Sio Paulo.

2. Laboratorio de Biologia Molecular de Parasitas, Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo, Ribeirdo Preto, Sio Paulo.

O proteassoma 26S ¢ um complexo multienzimatico intracelular, com importante papel na
protedlise celular. O presente trabalho € o primeiro relato da presenga deste complexo no
nematddeo Strongyloides venezuelensis. Para tanto foram obtidos extratos brutos de dois estagios
de desenvolvimento, larva filariéide e fémea partenogenética. Os extratos brutos foram
submetidos & eletroforese em gel de poliacrilamida em condigSes desnaturantes 12%, seguido
pelo “Western-blotting” na presenca de anticorpos anti-ubiquitina e anti-o 208. A atividade
peptidasica de quimiotripsina-simile e tripsina-simile utilizando-se os extratos brutos foi
determinada por substratos fluorogénicos. Os extratos dos dois estagios demonstraram a presenca
de conjugados ubiquitinados. O anticorpo anti-o. 20S detectou bandas (29, 30 e 32kDa)
caracteristicas do proteassoma 208 em 8. venezuelensis; semelhante aos observados em outros
organismos. As atividades peptidasicas foram presentes nos dois estigios de desenvolvimento de
S. venezuelensis, porém com valores maiores no estagio de fémea partenogenética.

Palavras chaves: Strongyloides, atividade proteolitica, proteassoma 208, e proteassoma 26S.

15



Capitulo 1

1. Introducio

As proteases apresentam um importante papel nos processos fisioldgicos uma vez que
controlam os niveis de proteinas intracelulares (GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002). Em
VATIOS parasitas, as proteases tém sido caracterizadas e seu papel proposto em diversos processos,
como na invasfo das células do hospedeiro, no encistamento, no excistamento, na diferenciacio,
na progressdo do ciclo celular, na eliminacio e na evasio da resposta imune do hospedeiro
(KLEMBA & GOLDBERG, 2002).

As proteases com alta especificidade sdo precisamente reguladas e fisicamente
compartimentalizadas (ROCK et al,, 2002). A via proteasoma-ubiquitina € o principal complexo
enzimatico para a destruicio seletiva de proteinas em eucariotos (GLICKMAN,
CIECHANOVER, 2002).

O proteassoma ou complexo 268, localizado tanto no nucleo como no citoplasma,
consiste de dois subcomplexos, o 208 (core proteolitico) ligado nas suas extremidades ao 19S
(core regulatério). O complexo 195 é formado por subunidades ATPases e nfo-ATPases
(TANAKA, 1998). O 198 participa de diferentes fungBes bioquimicas, tais como:
reconhecimento de substratos poli-ubiquitinados, atividade isopeptidase para a clivagem das
cadeias poliubiquitinadas em mondmeros de ubiquitinas, além de estar localizado nas porgdes

finais do proteassoma 20S, funcionando como um poro de entrada para as proteinas alvos

(FERREL et al.,, 2000).

- O proteassoma 20S é um complexo enmmaticocomposto pordms tlpos 3e subunidades,
alfa (estruturais) e beta (cataliticas) (HENDIL et al., 2002). Estas subunidades estio dispostas na
forma de um cilindro composto por quatro anéis (o1-7B19B1701.7), 0 qual favorecem a formagdo
de um poro central para a hidrélise das proteinas alvos no sitio proteolitico, localizado nas
subunidades beta (TANAKA, 1998).

O proteassoma 20S tem sido denominado de protease multicatalitica, uma vez que trés
subunidades betas de um uUnico anel sdo proteoliticamente ativas, funcionando juntas na
degradacio de polipeptideos alvos em diferentes taxas de especificidade (ROCK etal., 2002). As

atividades principais catalisadas pelo 20S incluem a hidrélise de ligagdes peptidicas para residuos
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de aminoacidos hidrofébicos (quimiotripsina-simile), basicos (tripsina-simile) e 4cidos
(peptidilglutamilpeptideo hidrolase ou caspase-simile) (MAUPIN-FURLOW et al., 2003).

A importidncia do proteassoma em diferentes organismos vem sendo recentemente relatada.
Existem evidéncias de que o proteassoma esteja envolvido em diversas fun¢Bes celulares em
eucariotos, como: na regulagio do ciclo celular, na ativagdo de processos de transerigdo e no
processamento intracelular de antigenos (GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002).

Em protozoarios parasitas (Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e T oxoplasma
gondii}, onde a remodelagio estrutural € um fator crucial no ciclo de vida, tem sido demonstrado
que uma inibicdo transitéria desta via proteolitica resulta em falhas nos processos de
transformagdo estagio-especifico e na interrupgdo do ciclo de vida (LI et al., 2000; SHAW et al,
2000, DIEGO et al, 2001). Em alguns nematédeos (Trichostrongylus colubriformis e
Caenorhabditis elegans) tem sido verificada a presenca desta via (STANKIEWICZ, HADAS,
2000; DAVY et al, 2001). Contudo ainda sio escassos os relatos sobre a presenca € a
importincia desta via proteolitica em helmintos, sobretudo em nematddeos.

Mudangas na composig¢io protéica entre os estigios de larva infectante e de fémea parasita
de Strongyloides venezuelensis foi demonstrado por Tsuji et al,, (1993), porém os mecanismos
biol6gicos e bioquimicos necessarios para adaptagio as novas condigdes ambientais, do estagio
de vida livre para o parasitario, permanecem desconhecidos. Em S, venezuelensis esta via
proteolitica ainda permanece por ser evidenciada, bem como a sua eventual contribui¢io para o
seu desenvolvimento. Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a
caracterizagio enzimatica inicial deste complexo multicatalitico nos éstégios de desenvolvimento

de larva filanioide e de fémea partenogenética deste parasita.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencio dos estagios evolutivos de S. venezuelensis
As larvas filariides foram obtidas a partir de cultura de fezes de Rarrus norvegicus em
carvio animal por aproximadamente 48 horas a 28°C. As fémeas partenogenéticas foram

retiradas do intestino delgado de R. norvegicus com 15 dias de infecciio, onde o intestino foi
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seccionado longitudinalmente e colocado em solugio salina, e levado para estufa a 37°C por uma
hora. Em seguida procedeu-se 4 colheita do parasita individualmente com auxilio de uma pipeta
“Pasteur”. Os estagios evolutivos obtidos foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos a —

70°C até o momento de uso.

2.2. Preparagiio dos extratos brutos
Aproximadamente 100mg dos estigios de larvas filarioides ou fémeas partenogenéticas
foram homogeneizados em homogeneizador de teflon durante 15 minutos em banho de gelo, em
ImL de tampdo de homogeneizagio (Tris-HC! 0,1M, acrescido de glicerol 7%, para a analise da
atividade proteolitica). Para as analises eletroforéticas, o tampio de homogeneizagio foi
acrescido de nibidores de proteases como o EDTA (Acido tetracético etilenodiamino) 0,5 M,
PMSF (Fluorido fenilmetilsulfonil) SOmM e E-64 10mM. Os respectivos extratos foram
centrifugados a 12000xg por 30minutos a 4°C (sobrenadante A). O precipitado foi submetido a
um novo tratamento com tampéo de homogeneizagio acrescido de outros inibidores de proteases,
SDS (Sulfato duodecil de sédio) 0,5%, Triton X 100 (9,10 Fenol octil polioxietileno) 0,2% e
NaOH (Hidréxido de sédio) 0,36%, seguido por centrifugaciio para a obtengio de proteinas de
membranas (sobrenadante B). O sobrenadante B foi submetido a dialise, durante 12 horas a 4°C
em Tris-HCI 10mM pH 7,0.
Com o objetivo de aumentar o perfil de bandas proteicas, o sobrenadante B, apés o seu

tratamento com tamp&o de homogeneizacio acrescido de inibidores de proteases, fol precipitado

.......... ComacetGHaPA(lfs do Volume)dumnte 30 minutosa __ZOOC’Seguido por centriﬁlgagéo a PP

12000xg a 4°C durante 30 minutos.
A dosagem protéica das preparacdes foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951). Para
a construgio da curva padrio foi utilizado uma solugdo de soroalbumina bovina a 100 pg/mL em

diferentes concentracdes.
2.3. Purificagdo de conjugados ubiquitinados

Para a obtengfo de proteinas poliubiquitinadas presentes nos extratos de larvas e de vermes

adultos, o sobrenadante A foi submetido a uma coluna de afinidade (GST-S5a agarose humana,
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Affinit UK), segundo instru¢des do fabricante. A fracio eluida foi dialisada durante 12 horas a
4°C em Tris-HC1 10mM pH 7,0.

2.4. "Western Blotting" das fragdes citossélicas

As analises eletroforéticas das fragdes citossdlicas foram realizadas em gel de
poliacrilamida 12% em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), com cada pogo contendo 20ug de
proteina, segundo a técnica de Laemmli (1970). As corridas eletroforéticas tiveram duragdo de
150 minutos a 200V e os géis foram corados por azul de Comassie 0,2% ou pelo método da prata
(GIULIAN et al. 1983) para observar o perfil protéico dos estigios evolutivos de S.
venezuelensis.

A transferéncia das fragdes proteicas obtidas por SDS-PAGE para membranas de
nitrocelulose, foi realizada no sistema Mini Trans-blot (Bio-Rad), utilizando o tampdo de
transferéncia (Tris-HC1 25mM pH 8.3, glicina 192mM e 20% de metanol), durante 1 hora a 100V
(TOWBIN et al., 1979). Apds a transferéncia, as membranas foram coradas com Ponceau S,
seguido pela descoloragio com dgua destilada. A membrana foi bloqueada durante 12 horas a 4°C
em tampo TBST (10mM Tris-HC1 pH 7,5, 150mM NaCl, 0,05% Tween 20), contendo 5% leite
em p6 desnatado, foi colocado para reagir com o anticorpo primario IgG anti-ubiquitina de
coelho, na diluigdo de 1:150 em tampdo de “imunoblotting” (Tampéo TBST, acrescido de 5% de
leite desnatado), durante 4 horas, seguido da incubacgio com o anticorpo secundirio, policlonal
anti-IgG de coelho conjugado a biotina (Gibco-BRL), na dilui¢io de 1:1000. O anticorpo foi
amplificado com streptoavidina durante 1 hora. A reagio antigeno-anticorpo foi revelada com a
utilizagdo dos substratos para fosfatase alcalina, o0 NBT (nitrobluetetrazolium) e o BCIP (5-
bromo-4-cloro-3 indolil-fosfato), durante 5 minutos, a temperatura ambiente e a0 abrigo da luz.

O procedimento experimental para verificar a presenga de proteassoma 20S foi
semelhante ao descrito anteriormente, porém utilizando como anticorpo priméario (anticorpo anti-
proteassoma humano produzido em células de camundongo, na diluigio de 1:1000) e como
secundario o monoclonal anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (Affinit, UK),
na dilui¢do de 1:4000. O anticorpo monoclonal anti-20S possui epitopos conservados para as
cadeias a (HC2, HC3, HC8, HC9, lota ¢ Zeta).

19



Capitulo 1

2.5. Medida da atividade proteolitica do proteassoma de S. venezuelensis

Para avaliar as atividades de quimiotripsina-simile e de tripsina-simile, foram utilizados os
substratos (Affinit, UK): o N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Try-MCA (PM= 7639 -10mg, S.6510) e o
Z-Gly-Gly-Arg-MCA (PM= 616,1 - Smg, C. 9396), respectivamente. Os extratos brutos, de
larvas filariéides e fémeas partenogenéticas, foram utilizados na concentragio de 100ug/ml. Em
cada reagfo foram utilizados: 100ug de cada extrato bruto, 50 pM de cada substrato, 2mM de
DTT (Datitreitol), 2mM de MgCl: (Cloreto de Magnésio), na presenca e/ou auséncia de 5 pM de -
ATP (Trifosfato de adenosina, estoque S0mM) e 25uM de inibidores do proteassoma (MG132,
Carbobenzoni-L-leucil-L-leucil-L-leucinal; estoque 10mM, e PSL, Carbobenzoni-ileu-glu(O-t-
Bu)-ala-leucinal, estoque ImM), em um volume final de 240ul de tampéo Tris-HCl pH 7.5.

Ap6s a adigio da amostra no tubo, a reaco foi imediatamente interrompida com etanol
absoluto, e mantida no gelo até o momento da leitura. As amostras testes foram incubadas em
banho-maria a 37°C por 60 minutos. Logo em seguida, a reagdo foi interrompida pela adicfio de
1760u] de etanol absoluto. A leitura foi realizada em fluorimetro (Shimadzul, RF-540, Japan) no

comprimento de onda de 380nm de emissio e 440nm de excitago.

3. Resultados

As fragbes dos sobrenadantes A e B de cada estigio de desenvolvimento, foram obtidos
por SDS-PAGE estio demonstrados na Figura 1A, As fragdes transferidas para a membrana de
nitrocelulose e rteveladas com anticorpo anti-IgG proteina ubiquitinada biotinilado, estio
demonstradas na Figura 1B. Estes resultados mostram que o anticorpo anti-ubiquitina reconhece
conjugados poliubiquitinados em extratos citossélicos de S. venezuelensis de varios pesos
moleculares.

O sobrenadante A transferido para 2 membrana de nitrocelulose e revelado com anticorpo

monoclonal anti-o 208 marcado com fosfatase alcalina esta representado na Figura 1C. Nio foi

observada variagdo no perfil de bandas protéicas, utilizando-se o anticorpo anti-c 20S nos dois

20



Capitulo 1

estagios de desenvolvimento. O anticorpo anti-o proteassoma humano reconhece bandas
caracteristicas de proteassoma 208 (29, 30 e 32kDa) em extratos de S. venezuelensis.

Os extratos dos dois estagios de desenvolvimento submetidos & purificacio em
cromatografia de afinidade (a qual apresenta a subunidade S5a/Rpn10 recombinante humana
acoplada a uma matriz de agarose), estio demonstrados na Figura 2. As fragdes eluidas da coluna
submetidas a0 SDS-PAGE 12%, seguida pela transferéncia para membrana e posterior deteccio
dos conjugados ubiquitinados, estio representadas na Figura 2A e 2B. O perfil eletroforético das
fragdes (sobrenadante A e B, fragio eluida da coluna) apresenta-se diferenciado no padrio de
ubiquitinagdo observado.

Os ensaios de atividade proteolitica utilizando 100mg, dos extratos brutos de cada um dos
estagios de desenvolvimento de S. venezuelensis, foram realizados na ausénci&i e/ou presenga dos
inibidores do proteassoma (MG132 e PSI). Os valores estio apresentados em unidades arbitrarias
de fluorescéncias e estdo demonstrados nas Tabela 1 e 2, respectivamente para as atividades de
quimiotripsina e de tripsina simile nos dois estagios.

Em relagio a atividade de quimiotripsina simile, utilizando o substrato fluorescente N-
Suc-Leu-Leu-Val-Try-MCA, na presenga do inibidor MG132 ocorreu uma reducdo na atividade
de 73,75% e 58,45% nos estagios de larva filaridide e de fémea partenogenética, respectivamente,
em relagdo ao controle sem inibidor. De modo semelhante ocorreu com o inibidor PSL com
reducio de 75% e 62% nos dois estagios estudados, respectivamente larva filaridide e de fémea

partenogenética.

Qs valores de fluorescéncia para a atividade de tripsina-simile, utilizando o substrato Z-

Gly-Gly-Arg-MCA, nio apresentaram diferengas em relagio ao controle sem inibidor e os com
ntbidores (MG132 e PSI) nos dois estagios evolutivos de S. venezuelensis, fato este esperado,
uma vez que estes inibidores nfio atuam sobre a atividade de tripsina-simile.

As atividades tanto de quimiotripsina-simile quanto de tripsina-simile foram maiores no
estagio de fémea partenogenstica do que no estagio de larva filarioide.

Os dois ensaios proteoliticos foram realizados na presenga e auséncia de ATP, porém nio

houve diferenca nos valores de fluorescéncia.
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Figura 1: As diferentes preparagdes do extrato bruto nos estigios de larva infectante (L3) e de fémea
partenogenética (F) de Strongyloides venezuelensis. Painel A: Gel de poliacrilamida em condigbes
desnaturantes 12% (SDS-PAGE), Painel B: Membrana de nitrocelulose revelada com anticorpo anti-
ubiquitina e Painel C: Membrana de nitrocelulose revelada com anticorpo anti-et 208,

PM. Peso Molecular. 1 e 5 Sobrenadante A; 2 ¢ 6 Sobrenadante B, precipitado com acetona; 3 e 7
Sobrenadante A, com tampdo de homogeneizagdo sem inibidor de proteases; 4 e 8 Sobrenadante B,
dialisado durante 12 horas.

A B

Figura 2: FragGes do extrato bruto submetido a coluna de afinidade sepharose S5a humana, nos estagios de
larva infectante (L3) e fémea partenogenética (F). Painel A: Gel de poliacrilamida em condigbes
desnaturantes 12% (SDS-PAGE) e Painel B: Membrana de nitrocelulose revelada com anticorpo anti-
ubiquitina. PM- Peso Molecular; 1, 5, 9 e 12 Sobrenadante A; 2, 6, 10 ¢ 13 Sobrenadante B, dialisado
durante 12 horas; 3 ¢ 7 fragdo inicial, ¢ 4 ¢ 8 fragdo final colhidas da coluna; 11 ¢ 14 fragdo eluida da

coluna.
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Tabela 1: Atividade de quimiotripsina-simile em extrato bruto dos diferentes estagios (L3 e F) de
desenvolvimento de Strongyloides venezuelensis, na auséncia (controle) e na presenca de
mibidores do proteassoma (MG132 e PSI). Os valores estio expressos em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (UAF/mg.min™) e representam a média de trés experimentos.

Quimitripsina-simile Estagios de desenvolvimento de S. venezuelensis
""""""""""""""""""""""""""" Larva Filaridide (L3)  Fémea Pamsita (F)
Controle 161,87 + 3,49 424,17 £ 24,25

MG 132 42,50 + 4,02 176,25 £ 53,96

PSI 4042+ 417 161,00 + 57,82

Tabela 2: Atividade de tripsina-simile em extrato bruto de diferentes estagios (L3 e F)de
desenvolvimento de Strongyloides venezuelensis, na auséncia (controle) e na presenca de
inibidores do proteassoma (MG132 e PSI). Os valores estio expressos em unidades arbitrarias de

fluorescéncia (UAF/mg min™) e representam a média de trés experimentos.

Tripsina-simile Estagios de desenvolvimento de S. venezuelensis
ST Larva Filaridide (L3) | Fémea Parasita (F)
Controle 85,29 + 23,67 387,50+ 75,93

MG 132 63,25 £ 10,53 346,86 + 39,26

PSE 62,66 £ 6,34 364,33 £ 30,02
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4. Discussio

As proteases estio envolvidas na diferenciagio dos estigios infecciosos de parasitos
protozoarios até seus respectivos estagios causadores de doenga (GONZALEZ et al, 1999).
Durante o processo de transformagio de um estigio de vida-livre para o parasitirio, genes podem
ser ligados e desligados, e proteinas podem ser seletivamente degradadas e sintetizadas (DIEGO
etal., 2001).

Em eucariotos superiores, o substrato destinado para a degradacio pelo proteassoma 268 é
reconhecido e marcado com moléculas de ubiquitina pelo sistema de ubiquitinagio, porém sio
escassos os relatos sobre este sistema em parasitas (GONZALEZ et al, 1996). A expressio de
genes codificadores para a ubiquitina tem sido mencionada em 7. cruzi (KIRCHHOFF et al.,
1988) e em Entamoeba histolytica (WOSTMANN et al., 1996).

A participagdo da via ubiquitina tem sido sugerida em T, cruzi, pelo o aumento dos niveis
de proteina ubiquitinada quando ocorre a transformagdo da forma tripomastigota em amastigota
(DIEGO et al., 2001). No presente trabatho houve diferenca no petfil de proteinas ubiquitinadas
na presenca do anticorpo anti-ubiquitina, nas diferentes preparagdes do extrato bruto no estigio
de larva em relagdo ao estigio de fémea partenogenética. Podendo assim inferir a presenca de
conjugados ubiquitinados no nematédeo S. vemezuelensis, uma vez que 0s mesmos estiveram
presentes em todas preparagdes do extrato bruto, e constituem substratos naturais reconhecidos
pelo proteassoma 268S. B

~ Em relagio 2 subunidade S5a/Rpn10 recombinante humana acoplada a uma matriz de
agarose (coluna de afinidade), vale-se ressaltar que esta proteina refere-se a uma subunidade
presente na porgio regulatoria do proteassoma 26S, caracterizada como um componente
responsavel pelo reconhecimento e ligagio de conjugados poliubiquitinados destinados a
degrada¢do (GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002). Neste sentido, devido ao alto grau de
conservagio desta proteina, ja descrita para eucariotos superiores, seria razoavel imaginar que as
proteinas ligantes eluidas desta coluna poderiam representar substratos naturais do proteassoma
268 de S. venezuelensis e ainda, fornecer evidéncias da existéncia de uma subunidade homologa
a S5a/Rpnl10 na porgio regulatéria do proteassoma deste organismo. Deste modo, ¢ possivel

sugerir que os constituintes das fracdes (amostras 11 e 14, na figura 2B) representam substratos
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naturais do proteassoma, e pela diferenca do perfil observado em relagiio is outras fragdes
(sobrenadante A e B, na figura 2B) a poli-ubiquitinagio deve constituir a modificagio pés-
traducional predominante.

Além disso, toma-se importante ressaltar que os conjugados poli-ubiquitinados
apresentam uma meia-vida curta, apés a modificagio pela ubiquitina, sendo rapidamente
degradados e ainda susceptiveis a agdo proteolitica de enzimas desubiquitinadoras (GROLL &
HUBER, 2003). Isto contribui para a manutencio de baixos niveis basais de conjugados
ubiquitinados, o que infelizmente toma dificil 4 identificacéio e purificagdo em larga escala destas
proteinas.

As fragdes do sobrenadante A dos dois estagios de desenvolvimento de S, venezuelensis
apresentaram trés bandas de 29, 30 e 32KDa caracteristicas do proteassoma 208, na presenca do
anticorpo anti-o20 (MCP321). Resultados semelhantes foram obtidos por diversos autores ao
analisarem a presenga do proteassoma 20S, utilizando o mesmo anticorpo em diferentes
protozoérios parasitos: 7. gondii (PAUGAM et al., 2001), Entamoeba histolytica (SCHOLZE et
al., 1996), Giardia lamblia (EMMERLICH et al., 1999), indicando que as subunidades alfa do
proteassoma 208 possam ser filogeneticamente preservadas.

Modificagbes quimicas ¢ mutagéneses tém demonstrado que as trés principais atividades
dos proteassomas em eucariotos (quimiotripsina-simile, tripsina-simile e peptidilglutamilpeptideo

hidrolase) definidas pela degradagio de pequenos peptideos fluorogénicos, podem ser abolidas

pela modificagio dos sitios ativos de suas subunidades proteoliticas (BAUMEISTER et al,

1998).

Poucos s&o os conhecimentos sobre o envolvimento do proteassoma nas diferentes
fungdes biologicas de parasitas. Enquanto que a particula 208 em procariotos tem somente dois
tipos de subunidades e possui uma atividade quimiotripsina priméaria, o proteassoma 20S de
levedura, mamiferos e I. cruzi contém 14 diferentes subunidades, com mais de uma atividade
peptidasica (DIEGO et al., 2001). Como demonstrado o extrato bruto do nematddeo S.
venezuelensis nos dois estigios de desenvolvimento apresenta as atividades peptidisicas de
quimiotnipsina e tripsina simile. Em geral, os proteassomas de mamiferos apresentam alta
atividade de quimiotripsina e baixa atividade de tripsina, resultados semelhantes foram

demonstrados com S. venezuelensis, onde os valores de fluorescéncia sio maiores para a

25



Capitulo 1

atividade de quimitripsina-simile em relagdo aos valores de tripsina-simile nos dois estagios de
desenvolvimento. No entanto, os protozoarios T, cruzi, T. brucei (HUA etal., 1996) e Entamoeba
invadens (GONZALEZ et al, 1999) apresentam alta atividade de tripsina, moderada de
peptidilglutarnil e baixa de quimiotripsina.

Os resultados das atividades de quimiotripsina e tripsina-simile demonstraram serem
maiores para o estigio de fémea partenogenética em relacio ao estagio de larva filarioide, o que
se pode especular uma maior atividade do proteassoma nesta fase evolutiva uma vez que foi
utilizado a mesma quantidade de extrato bruto para os dois estagios para ambas atividades. Além
disso, o estagio de larva filaridide (vida-livre) ao passar para o estagio parasitario (fémea
partenogenética} pode necessitar de uma maior degradagio e/ou de uma sintese seletiva de
proteinas (TSUIJI et al ,1997) pelo proteassoma 268 (DIEGO et al., 2001 ). Porém, novos estudos
serdo necessarios para afirmar a importincia do proteassoma neste helminto parasita, sobretudo
utilizando-se de métodos de cultura “in vitro” (BAEK et al., 1998).

A recente identificagio de inibidores do proteassoma como os aldeidos peptideos
(MG132, PSI), lactacistina e glicotoxina tem auxiliado a definir o papel do proteassoma em
varios parasitas protozoarios, como na replicacio e na transformacio (PAUGAM et al., 2003).
Freqiientes s&o os relatos sobre a fun¢do do proteassoma em protozoarios parasitas mantidos em
laboratorios através de cultura “in vitro”, como E. invadens e E. histolytica (MAKIOKA et al.,
2002), Leishmania mexicana (ROBERTSON, 1999), T cruzi (GONZALEZ etal, 199¢6; DIEGO
et al, 2001), 7. brucei (HUA et al, 1996), P. falciparum (GANTT et al, 1998) e T gondii
(SHAW et al, 2000). No entanto, helmintos parasitos apresentam dificuldades na sua
manutenc¢do em cultura “in vivo” principalmente as fases adultas, pols necessitam de passagens
seriadas em animais susceptiveis (BAEK et al,, 1998) limitando os ensaios com inibidores.

Os inibidores peptideos aldeidos bloqueiam a atividade proteolitica sem influenciar as
atividades de ATPase ¢ isopeptidase do proteassoma, no qual o inibidor MG132 inibe fortemente
a atividade proteolitica de quimiotripsina-simile (LEE & GOLDBERG, 1998), fato este
confirmado com os extratos brutos de S. venezuelensis. Resultados semelhantes foram obtidos
por Robertson, (1999), em extratos purificados do proteassoma 20S em L. mexicana. Estes
resultados podem indicar a similaridade do proteassoma de S. vemezmelensis com outros

proteassomas j& descritos.
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No presente trabalho utilizou-se o extrato bruto sem a purificagio do proteassoma, pois o
extrato bruto retém as suas atividades nativas (DRISCOLL et al., 1992), além disso, processos de
isolamento e de purifica¢@o ativam o proteassoma levando a mudangas estruturais (CHU-PING et
al., 1992). Valores da atividade da protease publicados com extratos crus de parasitas sio
escassos. A atividade protease medida com o Suc-LLVY-MAC como substrato tem sido
reportado em extratos crus somente em alguns protozoarios como E. invadens (GONZALEZ et
al., 1996), E. histolytica (SCHOLZE et al, 1996), T. gondii (PAUGAM et al., 2002) e L.
mexicana (ROBERTSON, 1999). Em contraste, muitos dados sobre as atividades peptidasicas,
tém sido obtidos com proteassomas 208 purificados de G. lamblia (EMMERLICH et al., 1999),
T. brucei (HUA et al, 1996; TO & WANG, 1997), L. mexicana (ROBERTSON, 1999) e E.
invadens (GONZALEZ et al., 1996).

O papel do proteassoma em diferentes parasitos seja na diferenciagio e na replicacio
celular, na progressio do ciclo de vida, tem proporcionado informagdes sobre a biologia, sendo
um promissor alvo terapéutico para as diferentes parasitoses humanas (PAUGAM et al., 2003).

Através destes resultados pode-se inferir que o presente trabalho é o primeiro relato da
presenca do complexo proteassoma 268 no nematddeo S. venezuelensis, porém nio permitem
fazer consideragdes sobre a fungio deste complexo enzimatico, sendo necessarios novos estudos

utilizando inibidores deste complexo em estigios mantidos em cultura.
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O proteassoma 208 tem sido identificado em diversos organismos, sendo altamente conservado
durante a evolugdo das espécies. O presente trabalho teve como objetivo a anilise molecular das
subunidades alfa 6 e beta 6 do proteassoma 208 em Strongyloides venezuelensis. A partir de dois
- estagios de desenvolvimento (larva filarioide e fémes partenogenética) deste nematodeo foram
extraidos 0 RNA e o0 DNA gendmico. Os produtos de amplifica¢do a partir do cDNA e do DNA
gendmico utilizando os oligonucleotideos especificos, foram seqiienciados e submetidos a busca
de homologia no banco de dados. O alinhamento das seqiiéncias nos dois estdgios demonstrou
100% de similaridade para cada uma das subunidades estudadas. As seqiiéncias preditas
apresentaram homologia com vérias seqiiéncias codificadoras para as subunidades alfa 6 e beta 6
em uma grande variedade de organismos, reforcando a grande similaridade seqiiencial dos
componentes do proteassoma 208 entre os diferentes organismos.

Palavras-Chaves: Strongyloides, proteassoma 208, subunidades alfa e beta,
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1. Introdugdo

A via proteassoma-ubiquitina dependente de ATP é um importante mecanismo de controle
da protedlise intracelular, e tem como fung#o biolégica 4 degradagio extralisossomal de proteinas
tanto no citoplasma quanto no nucleo de células eucariéticas (TANAKA et al., 1998; FERREL et
al., 2000; GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002).

O proteassoma 268 de eucariotos superiores consiste de dois subcomplexos, o proteassoma
208 e o complexo regulatério 198. A atividade proteolitica é encontrada no 208, o qual consiste
de duas copias de 14 diferentes subunidades, pertencentes a duas familias, as subunidades tipo
alfas (estruturais) e as betas (cataliticas) (COUX et al.,, 1996; HENDIL et al, 2002). Estas
subunidades estdo dispostas na forma de um cilindro composto por quatro anéis (ot.B17B1907).
Os sitios proteoliticos, localizado nas subunidades betas, estio voltados para a cavidade central
do complexo 208 (NAUJOKAT, HOFFMANN, 2002). As subunidades alfa auxiliam no
deslocamento do substratc para dentro da cavidade central, além de interagirem
conformacionalmente com o 19S. O complexo regulatério 198 consiste de uma base formada por
seis subunidades ATPases da familia AAA e duas nio-ATPases e uma tampa composta de oito
subunidades ndo-ATPases (HIRSH, PLOEGH, 2000). O 198 é responsével pelo reconhecimento
de substratos poli-ubiquitinados, pela atividade isopeptidase, além de poro de entrada para as
proteinas alvos (FERREL et al.,, 2000; GLICKMAN, CIECHANOVER, 2002).

O proteassoma 208 tem sido identificado em diferentes organismos, deste arqueobactérias
até eucariotos superiores, sendo altamente conservado durante a evolugio das 'espécies (GROLL,
HUBER, 2003). Existem evidéncias de que o proteassoma esteja envolvido em diversas fungdes
celulares em eucariotos, tais como: regulacio do ciclo celular, ativagio de processos de
transcrigdo e processamento intracelular de antigenos (CIECHANOVER, 1994). Porém, o seu
papel fisiologico em arqueobactérias ndo ¢ claro, uma vez que em estudos com inibidores do
proteassoma dentro de condi¢Ses normais, estes organismos utilizaram outras vias de degradagio
de proteinas (BOCHTLER et al., 1999).

A mmportincia do proteassoma em diferentes parasitas vem sendo relatada recentemente por
diversos autores. Bloqueando as fungBes do proteassoma em protozoéarios parasitas, previne-se a

mudanga morfologico estagio-especifica em Trypanosoma, Plasmodium e Entamoeba; a
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replicagdo, mas nfio impede a invasio na célula hospedeira por Trypanosoma, Plasmodium e
Toxoplasma (GONZALEZ et al,, 1999, SHAW et al., 2000; DIEGO et al, 2001; PAUGAM et
al., 2002 e 2003). Em Giardia sp, tém sido identificadas subunidades alfa e beta do proteassoma
208 (EMMERLICH et al., 1999).

Recentemente, Strongyloides venezuelensis tem sido utilizado como modelo experimental
para o estudo da relagio parasita-hospedeiro (NEGRAQ-CORREA et al., 2003) ou como fonte de
antigeno para o diagnostico da estrongiloidiase humana (MACHADO et al,, 2001 e 2003). E de
fundamental importincia entender alguns aspectos da biologia deste parasita, e assim promover o
desenvolvimento de métodos de diagnésticos mais eficazes. Portanto se baseando na unportincia
da protedlise intracelular e tendo como principio que a maior via proteolitica nos organismos é a
via proteolitica proteassoma-ubiquitina, este trabalho teve como objetivo a caracterizagio
molecular das subunidades alfa 6 e beta 6 do proteassoma 20S nos estagios de larva filarioide e

de fémea partenogenética de S. venezuelensis.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencdo dos estagios evolutivos de S. venezuelensis

As larvas filarioides foram obtidas a partir de cultura de fezes de Rattus norvegicusem

- carviio animal por aproximadamente 48 horas a 28°C. As fémeas partenogenéticas foram
retiradas do mtestino delgado de R norvegicus com 15 dias de infeccio, onde o intestino foi
seccionado longitudinalmente e colocado em solugdo salina, e levado para estufa a 37°C por uma
hora. Em seguida procedeu-se a colbeita do parasita individualmente com auxilio de uma pipeta
“Pasteur’. Os estigios evolutivos anteriormente coletados foram congelados em nitrogénio

liquido e mantidos a —70°C até o momento de uso.

2.2. Extragio de RNA total
Aproximadamente 100mg de larvas filaridides e fémeas partenogenéticas de S

venezuelnsis foram ressuspensos em 1ml de trizol e lisados em homogeneizador do tipo
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“politron” por aproximadamente 3 minutos. Em seguida procedeu-se i extragio do RNA total
pelo método de Trizol (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante. A estimativa da
quantidade de RNA total obtida foi realizada em espectofotémetro (U2001 UV/Vis, Hitachi,
USA), na razio de 260/280nm, e a pureza da extragio foi observada por eletroforese em gel de

agarose 1%.

2.3. Extracdo de DNA gendmico

Aproximadamente 100mg de larvas filaridides e/ou fémeas partenogenéticas de S.
venezuelnsis foram submetidas sucessivas lavagens em 4gua mili-Q, seguidas da adicio de
hipoclorito de sédio 1% (volume/ volume) e incubagio a 40°C por 10 minutos. Depois de novas
lavagens com agua mili-Q, os parasitos foram incubados em estufa de CO, com 10% de
atmosfera saturada a 40°C, durante 10 minutos (DAWKINS & SPENCER, 1989). Terminado esta
etapa, o tampéo de lise (Tris-HCI 100mM, EDTA 50mM, SDS 1% e B mercaptoetanol 70mM)
foi adicionado na proporgdo de 1:10 ao tratado inicial, seguido pela adi¢io de NaCl 200mM e
proteinase K (0,1mg/ml). Apés uma hora, foi adicionado CTAB/NaCl (Brometo de hexadecil
trimetil aménio/Cloreto de sddio) no lisado. Em seguida, procedeu-se a extracio com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e o tratamento da fase aquosa com cloroformio
(volvol). A fase aquosa foi precipitada com isopropanol (2/3 volume) durante 12 horas (-20°C).
O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco em temperatura ambiente e ressuspenso em 20 pl
de Tampéo de Extragdo (Tris-HC] 10mM, EDTA 1M) a 37°C. A estimativa da quantidade de
DNA genémicb foi realizada em es.pectofbté.fnetro .(UIEOOI UV/V is, Hitachi, USA) na razio de
260/280nm e a integridade da extragio obtida foi observada por eletroforese em gel de agarose
0,8%.

2.4. Obtengdo dos cDNAs de componentes do proteassoma pela Reagio da cadeia da polimerase
utilizando a “Transcriptase Reverse” (RT-PCR)

Para a analise e caracterizagio das seqiiéncias gendmicas e dos transcritos que codificam
para as subunidades alfa 6 e beta 6 do proteassoma 208, foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores (“forward” 5’-ATGATGAGTGCCTCAACCCC-3"; “reverse” 5
CCTGAAGATAGGATCTGCTT-3") para a subunidade alfa 6; e os oligoiniciadores (forward 5°-
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ATGCTTAGTGTACTTAACGC-3’e reverse 5 ~GGAAAACCGATACACTGGAA-3") para a da
subunidade beta 6. Estes iniciadores foram idealizados com base em seqiéncias de cDNAs,
obtidas do projeto “Genoma do Schistosoma mansoni” (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003),
visando a amplificago de toda a matriz de leitura aberta dos genes alfa 6 e beta 6.

Utilizando-se da técnica de RT-PCR, a primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de
Spug de RNA total das larvas filaridides e das f8meas partenogenéticas obtidos como descrito na
secdo 2, na presenca de transcriptase reversa e do iniciador oligo (dT), de acordo com instrucdes
do fabricante (Thermoscript RT-PCR System, Invitrogen). Posteriormente, foram realizadas
amplificagbes utilizando 2pl dos produtos obtidos da reacdo anterior combinados com os
iniciadores especificos para cada subunidade do proteassoma. O programa de amplifica¢io dos
transcntos for composto de 35 ciclos, cada um contendo uma etapa de desnaturagio de 1 minuto a
95°C, uma de ligagio do oligoiniciador de 1 minuto a 52°C, e uma de extensfo durante 2 minutos
a 72°C. Uma aliquota desta reagfio foi analisada em gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etidio.

O cDNA correspondente a cada subunidade, convenientemente purificado, foi ligado no
vetor pGEM Teasy (Promega) durante 16 horas a 4°C e transformado em células competentes
Escherichia coli DHSa. Para o preparo do DNA plasmidial, foi utilizado o kit "In Concert Rapid

Plasmid Purification Systems" (Gibco-BRL), como descrito pelo fabricante.

2.5. Amplificagio das seqiiéncias gendmncas, utilizando iniciadores especificos para as
subunidades alfa 6 e befa 6 .dolzlaroteassoma 208.

Apés extragio do DNA procedeu-se a amplificagio dos genes que codificam pam as
subunidades alfa 6 e beta 6 utilizando o seguinte programa: 40 ciclos, sendo cada um composto
de uma etapa de desnaturagio a 95°C por 4 minutos, uma etapa de liga¢io dos oligoiniciadores a
52° C por 1 minuto e 30 segundos, seguida por uma etapa de extensio de 2 minutos e 30
segundos a 68°C. Para esta reacfio de amplificagiio foi utilizada a enzima DNA polimerase
“Elongase Enzyme MIX” (Invitrogen). Uma aliquota desta rea¢fio foi analisada em gel de
agarose a 1,0% corado com brometo de etidio. A transformagdo ocorreu em células competentes

E. coli DH5a e a preparagio do DNA plasmidial, foi idéntica ao item anterior.
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2.6. Sequenciamento dos ¢cDNAs e do DNA gendmico que expressam as subunidades do
proteassoma.

Para o sequenciamento dos ¢cDNAs e do DNA gendmico, foi utilizada a técnica do
término do crescimento da cadeia, inicialmente desenvolvida por Sanger et al. (1977). Em cada
tubo de reagfo, foram adicionados 0,5ug de DNA fita dupla, do vetor pGEM T easy contendo o
inserto (cDNA ou DNA gendémico). Cada reagio foi preparada pela adicdo de 1uL dos
iniciadores “forward” (5-GTAAAACGACGGCCAGT-3") ou “reverse” (5°-
CAGGAAACAGCTATGAC-3%), 2uL. de “Big Dye” (DNA Sequencing Kit), 6uL de tampio de
sequenciamento (200Mm de Tris-HCl, 5SmM de MgCI2, pH 9.0) e 9uL de 4gua livre de RNase.
Qs tubos contendo a mistura reacional foram submetidos a 40 ciclos compostos por: desnaturagio
a 96°C durante 10 segundos, ligagio dos oligonucleotideos a 52°C durante 20 segundos e
extensfio da cadeia a 72°C durante 4 minutos, em termociclador (Mastercicler Gradient,

Eppendortf). O produto gerado em cada reagio foi analisado em seqiienciador automatico (ABI

Prism 3100 DNA sequencer).

2.7. Analise computacional das seqiiéncias de cDNA e DNA gendémico obtidas

Com o auxilio do programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool,
www,ncbi.nlm.nih.gov) as seqiiéncias obtidas de cDNA e DNA gendmico que codificam para as
subunidades alfs 6 e beta 6 foram submetidas a busca de homologia com seqiiéncias de

. nucleotideos (Blastn) e de aminoécidos (Blastx) depositados ne Gene Bank (Nacional Center for .
Biotechnology Information, USA).

2.8. Analise filogenética

A andlise filogenética das seqiiéncias obtidas de cDNA e DNA gendmico que codificam
para as subunidades alfa 6 e beta 6 foi realizada com auxilio do programa ClustalW
(www.ebi.ac uk/clustalw/) e MEGA versdo 2 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version

2.1}, utilizando o método de parstmdnia maxima com confiabilidade > 75%.
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3. Resultados

Na Figura 1A e 1B estdo apresentados os produtos de amplificagio obtidos por RT-PCR
utilizando os oligonucleotideos iniciadores especificos para as subunidades alfa 6 e beta 6 do
proteassoma 208 nos dois estagios de desenvolvimento de S, venezuelensis,

A seqiéncia expressa cormrespondente ao gene que codifica para a subunidade alfa6, nos
dois estagios de desenvolvimento, estd demonstrado na Figura 2. Através do alinhamento das
seqiéncias nos dois estigios, pode-se observar 100% de simiiaridade {Figura 2). De modo
semelhante, o alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da subunidade beta6 demonstra 100%

de similaridade nos dois estagios (Figura 3).
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® Detad L3
Betag F
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Figura 1: Produtos de amplificagfo, utilizando os oligonucleotideos iniciadores especificos, paras
as subunidades alfa 6 e beta 6 do proteassoma 208, obtidos por RT-PCR nos estagios de larva
infectante {L3) e fémea partenogenética (F) de Strongyloides venezuelensis (A). Painel B,
produtos de amplificagio obtidos a partir do DNA gendmico, para as subunidades alfa 6 e beta 6.
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infectante (L3) e de fémea partenogenética (F) de S. venezuelensis (www. ebi.ac uk/Clustalwy/).

CAGTGETTTTGATCGCTTTATGACART T TTCTCECCAGAGRGGAGACT TTAT CAAGT (3R
GAGTGEITTTGAT CGCTT TATGACAAT TTTCTCGOCAGAGGGGAGACT T T AT CAAGTGGA

**‘k******************************'ﬂ\'**\"k**‘i{*******************

ATACACTTITTARAGCTAT CAGT CTTGAT GG TCACT TATCCOTGGET CTGCGEGETAACGA
ATACACTTTTARAGCTAT CAGECTTGAT GGT CACTTATCCGT GEGTGTECGGEGTARCEA

**'ﬁr*****3’:***********9{***************************************

CTGCGUGETT T TGCT GCCCAGCTGAAGCT TCCAGAT ARAT T ART CGACCGRAGATCTAT
CTGCECEETTETTGCT GCCCAGCTGRAGCT T COAGAT ARAT TAAT CGACCGARGATCTAT

*'}c**&*i*********************************-&*****w******-k*****i»

GACARCGGATATTTCGTCI TACAGAT T CCACCEGGT GCATCATGACTGGCATISCACCAGA
GACACGGAT AT T TCGTCTTACAGRT T CCACCGGGT GCATCATGACT GGCATGGCALCAGR

‘k‘:*i*****************i*i*********&***i**********************

TTCICGCGCCCARGTACAACGAGCCAGATAT GAGGCTGCATCAT TCARACACARGTTTGE
TTGTCGCGCCCARGTACAACGACCCAGATAT GAGGCT GCAT CATTCARACACARGTTTSG

************‘k'*'ic'9.'******************‘k**********‘k*‘k************

TTATGRAGT CCCCTGCEACGTACT GT TACACCEAATCGOTGAGATCARCCAAGT ATATAS
TTATGAAGTCCCCTIGCEACGTACTGT TACACCGART COGTGAGATCAASCAAGTATATAL

**i**********i***i**********************'ﬁr***********i*******

ACAARTCCGCCGAARTGAGACCACTTGGT TGT GCCATGT T GECTATTTCTTAT GATGAAGA
ACRATCCGTCGAAATGAGACCACTT GETTGT GCCATGT TGGCTATTTCT TATGAT GARGA

i—*******x******i*********:’r**'k*******************************

ACTCGGEARACCCCAATTGTACARAT CTGAT CCTAGTGGAT T TGTGECAGGACATCEGGE
ACTCGGGARACCCCAATTGTACAAAT CTGAT CCTAGT GGAT T T GT GECAGGACAT CEGES

*’ii’**********‘*‘Jr**’1’%*******'k*')r*‘ie’*i*i*************************

AGTCGCT G TEET GRCAAGCARACCEAAGCT AT GCETCACT TGGARAATGAGT T T GARR
AGTCGCTGT TGETGACRAGCARACCGAAGCTATGCETCACTT GGARLAT GAGTTTCOARA

LR RS b R R R g LR RS S A R A R R

GCAAGAARACTACACT TTAGAGGEAGGCT GTCERAS TAGCCAT T GETTEGTCTT TCACATAC
GCARGRARRCTACACT T AGAGGAGGCT GTCGAACTAGCCATT GETTGT T TCACATAS

************************************i‘k***********%*********?

TCATTCCATGGAT TTTARAGCCACAGAAT TGGARRT TGCGETCETSTCRA 650
TCATTCCATGEAT TT T AAAGCCACAGAAT TEGAAATT GCECTCGTSTEAR 650

*'3!****‘k'k‘k***********i***‘k*i**************s‘!**-ﬁr*****

&0
&0

120
120

180
i8¢

240
240

300
300

360
380

420
£2C

480
480

540
540

600
600
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Betasdl3 ATGCTTAGTGTACTTARCGCARACCAGAARARGE TTAATGATTTCACAGAT GATACAAAR 60
BetablE ATGCTTAGT GTACTTARCGCARRCCAGARRAAGC TT AR TGAT TTCACAGATGATACRARL 6 g

***********************i***r**********‘k*********************

BetadL3 GETATCAGTACT GGGACCACACT TT T T GCAT BT GAGTATGAT COAGGCOTOGT TATT GEA 120
BetabF GETATCAGTACT GGEACCACACT T T T GCAT BT GAGTAT GAT GEAGECOTCET TATTGGA 120

Fhdeekkkhkh ok kk kb kkodkd **‘k'*!‘i‘****‘!l‘**'k**************9************i

Betadll GETGAT TCARGGACATCAT CT GGRACGTAT T TGTARACCCCGTARCAGACARGCTAACE 180
Betady GCTGAT TCAAGGACATCAT CT GGARCETATGT TETARACCGCGTARCAGACAAGC TAACA 180

******************‘k*9.'******-k'k********************w*****‘k***-}r

Betabl3 CAATTAACARAGTCTATATACTGCT BT CCETCTGEETOTHCT GCCGACRCGCAAGUAGTA 240
BetaéF CARTTAACRARGT CTAT ATACTGCTGT CGETCTGGGTCTGOT GCCGACACGCARMGCAGTA 240

****‘k'ﬂ\"k********‘k****!‘t**"'r*,r'k*************************k*******

BetabL3 GCGGATAT GGTGCGCTACCAGCTAGATTTTCACCGS CTTGAAATGAATAGAGRACCARCT 300
Betabt GUGGEAT AT GETGCEITACCAGCT AGAT TTTCACC GO U T TGAAATGAATAGAGAAC CAACT 300

**'k-k‘ir'k'k**********************"{**'k*'*'j-****i*****’c*************

Betasl3 G T T GGARGCAGCT GT TTCTT GCAARCAT T T OGS ACARC T ACAGAGATGACTT GGETT 360
Beta6Fr CITT TGERAGCAGCT I TT CT T GCAARCAT TTCT GO TACARCTACAGAGAT GACTTGGIT 360

****‘k**‘k********‘k*i!*****v‘r****‘k******‘i:***********************

Betadl3 GCGGECATTATAGTT GCT GEAT GEGAT GAGGAATT AGGT GGCCAGATATACT CGAT T T 420
BetadF GCGGGCAT TATAGTTGCTGEAT GGGAT GAGGAAT TAGGT GGCCAGAT ATACTCGATTCET 420

*****‘9{******'k'k'ir***********‘k************s‘r******i*************

Beta6Ll3 CTCGGECGGCATGCTCATARGACAGLCARTCGT TAT TGETGETTOT GGTAGCACATATALC 480
Betaé6F CTCBGCGGCATGCTCATAAGACAGCCAATC ST TATT GGTGETTCT GGTAGCACATATACC 480

*****************‘ki“k******'ﬁ’***:‘r-ﬁt***************‘k************

Beta6L3 TATGET TGCGT GEATCACEET TT TCGUARACGGEGAT GACAAGAGAAGAGT GTGTCAGTTTT 54 a
Beta6® TATGETTGCGETGEAT CACGET TT TCGCARGGGGEAT GACAAGAGAAGAGT GTGT CAGTTTT 540

*k-k'k'k***-k-k**‘k#*********')(****‘i*****'.ir‘k‘iri***********************

Betadl3d GTTTTARRGGGTGTT GCTCTIGCARTTAACABAGACGETTCCAGCGGTGGTTETETACGT 600
Betabl G T T TARAGGET GTT GCTC T TGCAAT T AACAGAGACGGTTCCAGT GSTGETTGTGIACGT 600

**************‘k*‘k‘!‘r‘k****‘k****‘k****************‘k‘k****i*** &k kW

Beta6l3 TTAGCTATT AT TTCCAAGGACGET G T GEARAGRATACT AACARRAGETGATGARGT TCCA 660
Betaél TTAGCTATTATTICCARGGACGET BT GEARAGART ACT AR ARAAGGT GATGARGTT CCA 66C

‘k********'k*i********‘k‘k‘k********‘!r************i**************:&

Betasl3 GTGTATCGGTITTTICS 675
BetadpF GTGTATCGETTTTCC 675

Rkdetedd ok dok ok hkkk

Figura 3: Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da subunidade beta 6 nos estagios de larva

infectante (L3) e de fémea partenogenética (F) de S. venezuelensis (www.ebi.acuk/Clustalw/).
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O sequenciamento demonstrou que os transcritos possuem tamanhos de 650 e 675bp, alfa
6 ¢ beta 6, respectivamente. Estas seqiiéncias foram submetidas a busca de homologia com as
seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos depositados no banco de dados, utilizando o sistema
Blast (Blastn ¢ Blastx). Como pode ser observada nas tabelas 1 e 2, a seqiiéncia predita apresenta
homologia com vérias seqiiéncias codificadoras para as subunidades alfa6 e beta6,
respectivamente, em uma grande variedade de organismos.

A Figura 4 (A ¢ B) representa o alinhamento entre a seqiiéncia predita de aminoacido para
as subunidades alfa 6 e beta 6 com outras identificadas nos bancos de dados. Baseando-se nas
sequiéncias de aminoacidos e utilizando os programas ClustalW e MEGA verso 2, pode-se fazer
uma analise filogenética das subunidades aifa 6 e beta 6 do complexo 208 do proteassoma 26S no

nematddeo S. venezuelensis (Figura 5 A e B).

Tabela 1. Homologia da sequéncia de aminoacidos da subunidade alfa 6 de Strongyloides

venezuelensis com a subunidades alfa6 de outros organismos, utilizando o programa BLASTp.

_Organismo ~ Nuamero de acesso  Valordee
Mus musculus 6755198 57

Homo sapiens 23273861 57

Rattus norvegicus 8394076 57
Anopheles gambiae 31230444 54
Drosophila melanogaster 24586400 51
Caenorhabditis elegans 17562788 45
Arabidopsis thaliana 15224993 42
Leishmania donovani 5814087 37
Plasmodium falciparum 23612939 32

Giardia lamblia 29247707 30
Trypanosoma cruzi 11066267 29

Manmiferos: 57% de identidade e 74% de similaridade; C. elegans: 46% de identidade e 71% de similaridade; insetos: 52 a 53% de indentidade ¢
74 2 75% de similaridade.
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Tabela 2: Homologia da segii€ncia de aminoacidos da subunidade beta 6 de Strongyloides.

venezuelensis com a subunidades beta6 de outros organismos, utilizando o programa BLASTp.

Organismo Numero de acesso Valorde e
Schistosoma japonicum 29841433 81
Danio rerio 18859271 66
Schizosaccharomyces pombe 17380244 58
Caenorhabditis elegans 17541700 54
Arabidopsis thaliana 15235889 53
Drosophila melanogaster 24653999 51
Homo sapiens 3287996 50
Anopheles gambiae 31239303 46
Xenopus laevis 2055299 44
Rattus norvegicus 16923940 46

S. japonicum: 81% de identidade e 86% de similaridade; mamiferos: 56% de identidade ¢ 73% de similaridade; nsetos: 53 a 58% de identidade ¢
64 a 73% de similaridade.
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Figura 4A: Alinhamento entre as seqiiéncias de aminoacidos da subunidade alfa 6 de
Strongyloides venezuelensis (Sv) e genes ortologos em outros organismos, utilizando o programa
ClustalW.

Rn. Rattus norvergicus (246aa); Hs. Homo sapiens (246aa); Mm. Mus musculus (246aa); Ag.
Anopheles gambiae (2592a), Dm. Drosophila melanogaster (244aa); At. Arabidopsis thaliana
(246aay; Os. Oryza sativa (246aa); Ce. Caenorhabditis elegans (246aa); Tb. Trypanosoma brucei
(266aa); Gl. Giardia lamblia (247aa); Sc. Saccharomyces cerevisiae (234aa).
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Figura 4B: Alinhamento entre as seqiéncias de aminoacidos da subunidade beta 6 em
Strongyloides venezuelensis (Sv) e seus genes ortdlogos de outros organismos, utilizando o
programa ClustalW.

S). Schistosoma japonicum (218aa); Mm. Mus musculus (202aa); Hs. Homo sapiens (239aa); Rn.
Rattus norvergicus (202aa), X1 Xenopus laevis (230aa); Ag. Anopheles gambiae {238aa); Dm.
Drosophila melanogaster (224aa); At. Arabidopsis thaliana (233aa); Os. Oryza sativa (246aa);
Sp. Schizoccharomyces pombe (226aa); Ce. Caenorhabditis elegans (239aa), Sc. Saccharomyces

cerevisiae (210aa).
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Figura 5A: Analise filogenética entre as seqiiéncias de aminoacidos da subunidade alfa 6 em S,
venezuelensis (Sv) e suas homologas em outros organismos, utilizando os programas ClustalX e
Mega versdo 2.

Rn. Rattus norvergicus, Hs. Homo sapiens, Mm. Mus musculus;, Ag. Anopheles gambiae, Dm.
Drosophila melanogaster, At. Arabidopsis thaliana; Os. Oryza sativa, Ce. Caenorhabditis

elegans; Tb. Trypanosoma brucei; Gl. Giardia lamblia; Sc. Saccharomyces cerevisiae.
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100 —— BetabSv
Betabsj
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Figura 5B: Anahse filogenética entre as seqiiéncias de aminodcidos da subunidade beta 6 em S.
venezuelensis (Sv) e suas homélogas em outros organismos, utilizando os programas ClustalX e
Mega versdo 2.

Si. Schistosoma japonicum; Mm. Mus musculus; Hs. Homo sapiens; Rn. Rattus norvergicus, X1
Xenopus laevis, Ag. Anopheles gambiae, Dm. Drosophila melanogaster;, At. Arabidopsis
thaliana; Os. Oryza sativa; Sp. Schizoccharomyces pombe; Ce. Caenorhabditis elegans, Sc.

Saccharomyces cerevisiae.
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4, Discussao

Um pequeno niimero de genes codificadores de proteinas em helmintos parasitas tem sido
reportado e expressado, sobretudo de S. stercoralis (RAMACHANDRAN et al., 1998), porém
visando somente a obtencio de antigenos recombinantes para o imunodiagndstico da
estrongiloidiase. Os presentes resultados identificam os primeiros genes codificadores de
subunidades do proteassoma 208 no nematddeo S. venezuelensis.

A presenga do proteassoma nos trés maiores grupos de vida, Bactéria, Archaea e Eukaria
estd provavelmente relacionado com o importante papel deste complexo multicatalitico no
controle de processos celulares basicos (BOUZAT et al., 2000; MAUPIN-FURLOW et al,
2003), como na regulagdo de proteinas envolvidas no ciclo celular, na diferenciagio, na
adaptacdo ao estresse celular, e na geragio de peptideos envolvidos no reconhecimento imune
(GROLL, HUBER, 2003). A estrutura altamente conservada das subunidades alfa e beta do
“core” proteolitico 208 sugerem fungdes associadas com a protedlise intracelular. No entanto, a
extensa diversidade do nimero de seqiiéncia dos genes codificadores para as subunidades, pode
indicar adapta¢bes funcionais da via proteolitica (BOUZAT et al,, 2000). Por exemplo, em
eucariotos inferiores, o proteassoma esta relacionado & regulagéo do ciclo celular, e na adaptaciio
metabdlica celular ao estresse (BAUMEISTER et al, 1998). Enquanto que em eucariotos

superiores (mamiferos), o proteassoma tem papel fundamental no reconhecimento imune pela

geragdo de peptideos para serem reconhecidos pelo complexo maior de histocompatibilidade

(MHC) de classe I (ROCK et al,, 2002)

Embora os oligonucleotideos utilizados para a amplificacio das subunidades aifa 6 e beta
6 do proteassoma 208, tenha sido baseados em um outro organismo (S. mansoni), obteve-se
produtos de amplificagdo com tamanhos caracteristicos destas subunidades de 650bp e 675bp,
respectivamente, os quais foram confirmados pela busca de homologia no banco de dados. Isto
reforga a grande similaridade seqiiencial dos componentes do proteassoma 20S entre os
diferentes organismos (GROLL & HUBER, 2003).

A analise da seqiiéncia de nucleotideos (BLASTn) do nematddeo S. venezuelensis revelou
uma homologia significante com genes proteassomais codificadores para a subunidade alfa 6. A

seqiiéncia de aminoicido predita demonstrou alta homologia com genes codificadores da
UNICAWP
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subunidade alfa 6 de outros organismos, como mamiferos (roedores e homem com 57% de
identidade e 74% de similaridade), o nematédeo de vida-livie C. elegans (46% de identidade e
71% de similaridade) e representantes da classe Insecta (como D. melanogaster com 53% e 74%;
A. gambiae com 52% e 75% de identidade e similaridade, respectivamente). A alta identidade
entre as subunidades alfas de parasitas, como Entamoeba histolytica e seus hospedeiros
mamiferos, pode ser uma conseqiiéncia do proprio parasitismo, seja pela transmissio horizontal
ou pela adaptagdo ao ambiente interno do hospedeiro (RAMOS et al., 1997).

A literatura demonstra diversos relatos sobre as diferentes subunidades alfas do core
proteolitico (208) do proteassoma 26S. T. brucei (YAO et al, 1999), D. melanogaster (ZAISS,
BELOTE, 1997), L. donovani (CHRISTENSEN et al., 2000), E. histolytica (RAMOS et al.,
1997).

De modo semelhante, a analise da seqiiéncia de nucleotideos (BLASTn) da subunidade
beta 6 do helminto S. venezuelensis demonstrou alta homologia com as seqiiéncias de outros
organismos, como o trematodeo S. japonicum (com 81% de identidade e 86% de similaridade), os
mamiferos (com 56% de identidade e 72% de similaridade) e os representantes do grupo dos
insetos (D. melanogaster com 58% e 73%; A. gambiae com 53% e 64% de identidade e
similanidade, respectivamente). A subunidade beta do proteassoma 20S tem sido identificada em
alguns parasitos, como: P. falciparum (LI et al, 2000), T. brucei (HUANG et al, 1999,
RADWANSKA et al., 2000).

A amplificagio do DNA gendmico do nematédeo S. vemezuelensis utilizando os

fragmentos em tomno de 600p, os quais possuem tamanho semelhante aos fragmentos obtidos
com de cDNA nos estagios de larva infectante e de f8mea partenogenética. A analise das
seqiiéncias dos fragmentos de DNA gendmico e cDNA apresentaram uma similaridade de 100%.
Estes resultados podem indicar a auséncia de regides intervenientes nos genes que codificam
estas subunidades, e conseqiientemente a auséncia de processamento do RNA mensageiro antes
do seu direcionamento da sintese destas proteinas no citoplasma (ALBERTS et al 1997).

A analise molecular do proteassoma em parasitas é um campo recente de estudo com
resultados promissores, porém até o momento ainda incompleto (PAUGAM et al, 2003). A

caracterizagio molecular de clones de cDNA em L. donovani determinou uma alta similaridade
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com as subunidades alfas humana, além disso, estes clones tém sido reconhecido por soros de
pacientes infectados, levando a inferir a possibilidade do proteassoma 208 como fontes de
antigenos para a produgdo de vacinas (CHRISTENSEN et al, 2000). Subunidades betas do
proteassoma 208 estdo associadas a resisténcia a drogas em P. falciparum (LI et al., 2000).

A analise filogenética das subunidades alfa 6 e beta 6 de S. venezuelensis vem confirmar a
identidade entre a seqiiéncias de aminodcidos nos diversos organismos. Uma vez que, as
seqiéncias de aminoacidos das subunidades alfa 6 e beta 6 com alto grau de homologia estio
agrupadas em subgrupos (mamiferos, insetos e plantas). Além disso, a origem filogenética
baseada no dendograma, est representada por organismos mais simples como leveduras, para as
duas subunidades. Estudos filogenéticos extensivos propde uma possivel evolugio do
proteassoma 208 através de uma arqueobactéria, a qual é composta de uma Unica subunidade alfa
e beta, até atingir os eucariotos superiores com sete diferentes subunidades alfa e beta (BOUZAT
et al, 2000; GILLE et al., 2003).

A analise filogenética das subunidades do proteassoma releva duas principais familias
(alfa e beta), as quais a partir da duplicagiio génica do ancestral tem-se a divergéncia entre
arqueobactéria e eucariotos superiores. Numerosas duplicagdes ocorreram subsegitentemente em
eucariotos, onde as Ultimas duplicagdes demonstram as divergéncias entre animais e fungos
(HUGHES, 1997).

Diante da grande similaridade entre os componentes do proteassoma 20S dos diferentes
organismos, estes resultados podem contribuir para a caracterizagio molecular inicial das

subunidades alfa 6 e beta 6 deste complexo multicatalitico no nematodeo S. venezuelensis.
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ANALISE MOLECULAR DAS SUBUNIDADES ATPase 3 E S5a DO
COMPLEXO 19S DO PROTEASSOMA 26S EM STRONGYLOIDES
VENEZUELENSIS.

Paula, Fabiana Martins'; Pereira Jr, Olavo dos Santosz; Guerra-Sa, Renata® Ueta, Marlene
Tiduko'; Rodrigues, Vanderlei’.

1. Laboratério de Helmintologia, Departamento de Parasitologia, Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Sdo Paulo.

2. Laboratério de Biologia Molecular de Parasitas, Departamento de Bioquimica e Imunologia,
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Ribeirfio Preto, Sio Paulo.

O complexo 198 tem sido relacionado com a entrada e o reconhecimento de conjugados
ubiquitinados, substratos do proteassoma 26S. O presente trabalho teve como objetivo a analise

molecular das subunidades ATPase 3 e S5a do complexo 19S do proteassoma 26S em

- .Strongyloides venezuelensis. A partir de dois estigios de desenvolvimento (larva filarioide-g

fémea partenogenética) deste nematodeo foram extraidos o0 RNA e o DNA gendmico. Os
produtos de amplificagfio a partir do cDNA e do DNA genémico utilizando os oligonucleotideos
especificos, foram seqiienciados e submetidos a busca de homologia no banco de dados. O DNA
genbmico foi amplificado somente para a subunidade ATPase 3. O alinhamento das seqiiéncias
nos dois estagios demonstrou 100% de similaridade para cada uma das subunidades estudadas.
As seqiiéncias preditas apresentaram homologia com varias seqiiéncias codificadoras para as
subunidades ATPase 3 e S5a em uma grande variedade de organismos, levando a inferir
mecanismos semelhantes de reconhecimento substrato alvo pelo proteassoma 26S.

Palavras-Chaves: Strongyloides, proteassoma 268, subunidades ATPase 3 e S3a.
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1. Introducio

As manifestagSes da estrongiloidiase, bem como a biologia do seu agente causador, tém
sido extensivamente estudados. Strongyloides venezuelensis, cujo hospedeiro ¢ roedores, vem
sendo indicado como modelo experimental para o estudo desta helmintiase (BAEK et al,, 1998)
seja como fonte heterdloga de antigeno pam o imunodiagnéstico da infeccio humana
(MACHADO et al,, 2001 e 2003), ou pelo estudo da relagio parasita-hospedeiro (NEGRAO-
CORREA et al, 2003). Neste nematbédeo a via proteolitica proteassoma-ubiquitina ainda
permanece por ser caracterizada, bem como a sua eventual contribui¢do no seu desenvolvimento.

A via proteassoma-ubiquitina dependente de ATP é um mecanismo importante de controle
da protedlise intracelular, e tem como funcio biolégica a degradagio extralisossomal de proteinas
tanto no citoplasma quanto no niicleo de células eucariéticas (FERREL etal., 2000; GLICKMAN
& CIECHANOVER, 2002). Nesta via proteolitica o substrato 2 ser degradado € primariamente
marcado com multiplas moléculas de ubiquitina (PAUGAM et al, 2003). As proteinas
conjugadas a cadeias de poliubiquitinas sio entio, rapidamente degradadas pelo proteassoma 26S
em pequenos peptideos (TANAKA, 1998).

O proteassoma 268 ¢ uma proteinase complexa, encontrada no niicleo e no citoplasma das
células eucaridticas, constituinte central da via proteolitica proteassoma-ubiquitina (NAUJOKAT
& HOFFMANN, 2002). O proteassoma 26S é formado por dois diferentes componentes, o
proteassoma 208 e um par de particulas regulatérias (198) ligadas nas extremidades do 208

subunidades alfas (estruturais) e 7 betas (cataliticas). Estas subunidades estio dispostas na forma
de um cilindro composto por quatro anéis (cu7B1.7B1.704.7), 0 qual favorecem a formacio de um
poro central responsavel pela hidrolise das proteinas alvos nos sitios cataliticos localizados nas
subunidades betas (COUX etal., 1996).

A particula regulatéria 198 consiste de dois subcomplexos, a base e a tampa, os quais no
proteassoma 26S correspondem &s porgdes proximal e distal do 198, respectivamente, do
proteassoma 205 (VOGES et al.,, 1999). A base & composta de seis subunidades ATPases da
familia AAA e duas ndo-ATPases e uma tampa composta de oito subunidades nio-ATPases

(ROCK etal, 2002). O complexo 198 através da sua interagdo com os anéis alfa do proteassoma
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205, dependente de ATP, tem a fungio de poro de entrada para as proteinas alvos, e no
reconhecimento de substratos poli-ubiquitinados (GLICKMAN & CIECHANOVER, 2002;
KIKUKAWA et al., 2002). '

A mportincia do proteassoma em diferentes organismos tem sido relatada por diversos
autores, porém o maior enfoque € o proteassoma 20S. Algumas subunidades do proteassoma 208
tém sido identificadas, em protozodrios como: Giardia sp (EMMERLICH et al., 1999),
Trypanosoma brucei (HUANG et al, 1999), 7. cruzi (BARTHOLOMEU et al, 2001}
Leishmania donovani (CHRISTENSEN et al., 2000) e Plasmodium Jalciparum (LI et al., 2000).
Além disso, o uso de inibidores especificos para o proteassoma tem permitido identificar a
importincia deste complexo proteolitico nestes parasitas, como: na prevengio de mudangas
morfolégico estagio-especifica em Trypanosoma, Plasmodium e Entamoeba, e na invasio da
célula hospedeira por Trypanosoma, Plasmodium e Toxoplasma (PAUGAM et al., 2003).

Em alguns helmintos (Trichostrongylus colubriformis, Caenorhabditis elegans e
Schistosoma mansoni) esta via proteolitica tem sido estudada e demarcada a sua importincia nos
processos bioldgicos (STANKIEWICZ & HADAS, 2000; DAVY et al, 2001; RAM etal., 2003).
Diante destas considerages o objetivo do presente trabalho foi a caracterizagdo molecular das

subunidades ATPase3 e S5a do complexo 198 do proteassoma 26S em 8. venezuelensis.

2.1. Obtencgéio dos estagios evolutivos de S. venezuelensis

As larvas filariéides foram obtidas a partir de cultura de fezes de Rattus norvegicus em
carvdo animal por aproximadamente 48 horas a 28°C. As fémeas partenogenéticas foram
retiradas do intestino delgado de R. norvegicus com 15 dias de infecgio, onde o intestino fo1
seccionado longitudinalmente e colocado em solugiio salina, em estufa a 37°C por uma hora. Em
seguida procedeu-se & colheita do parasita individualmente com auxilio de uma pipeta ‘Pasteur’.
Os estagios evolutivos anteriormente coletados foram congelados em nitrogénio liquido e

mantidos a -70°C até 0 momento de uso.
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2.2. Extracdo de RNA total

Aproximadamente 100mg de larvas filaridides ou fémeas partenogenéticas foram
ressuspensos em 1ml de trizol, lisados com homogeneizador do tipo “politron” por
aproximadamente 3 minutos, em seguida proceden-se extragdo do RNA total pelo método de
Trizol (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante. A estimativa da quantidade de RNA total
obtida foi realizada em espectofotdmetro (U2001 UV/Vis, Hitachi, USA), na razio de
260/280nm, e a integridade do RNA foi observada por eletroforese em gel de agarose 1% em

condigdes desnaturantes.

2.3. Extragio de DNA gendmico

Aproximadamente 100mg de larvas filaridides e fémeas partenogenéticas foram
submetidos sucessivas lavagens em agua mili-Q, seguidas da adi¢io de hipoclorito de sodio 1%
{(volume/ volume) e incubagfo a 40°C por 10 minutos. Apés sucessivas lavagens com 4gua mili-
Q, os vermes foram incubados em estufa de CO, a 40°C com 10% de atmosfera saturada com
COz, durante 10 minutos (DAWKINS & SPENCER, 1989). Terminado esta etapa, o tampdo de
lise (Tris-HCI 100mM, EDTA 50mM, SDS 1% ¢ B mercaptoetanol 70mM) foi adicionado na
proporgdo de 1:10 ao tratado inicial, seguido pela adigio de NaCl 200mM e proteinase K
(0,Img/mi). Depois de lhora, foi adicionado CTAB/NaCl (Brometo de hexadecil trimetil
aménio/Cloreto de sédio) no lisado, procedendo a extragdio com fenol.cloroformio:alcool

isoamilico (25:24:1) e o tratamento da fase aquosa com cloroférmio (vol/vol). A fase aquosa foi

precipitada com isopropanol (2/3 volume) durante 12 horas (-20°C). O precipitado foi lavado com
etanol 70%, seco em temperatura ambiente e ressuspenso em 20ul de Tamp&o de Extrago (Tris-
HCI 10mM, EDTA 1M) a 37°C. A estimativa da quantidade de DNA gendmico foi realizada em
espectofotémetro (U2001 UV/Vis, Hitachi, USA) na razio de 260/280nm e a integridade da
extragdo obtida foi observada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

2.4. Obtengéo dos cDNAs de componentes do proteassoma pela Reagéio da Cadeia da Polimerase
utilizando a Transcri¢do Reversa (RT-PCR)
Para a analise e caracterizacdo das seqiiéncias gendmicas e dos transcritos que codificam

para as subunidades ATPase3 e S5a do complexo 198, foram utilizados os oligonucleotideos
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iniciadores (“forward” 5° ATG CGC ATG TCT ACT GAA GA 3°; “reverse” 5° GGC ATA GTA
ATT TAG ATT AG 3°) para a subunidade ATPase3 (Rpt5); e os iniciadores (“forward” 5’ATG
TCT CAG GAA GCT ACG AT 3’; “reverse” 5- CTA TTC TGC TTA TCC TCA TC -3°)
subunidade S5a (Rpn10), baseados em seqiiéncias de cDNAs, obtidas do projeto “GENOMA do
Schistosoma mansoni” (VERIOVSKI-ALMEIDA et al,, 2003), visando 2 amplificagio de toda a
matrniz de leitura aberta dos genes codificadores das subunidades ATPase3 e S5a.

Utilizando-se da técnica de RT-PCR, a primeira fita do ¢cDNA foi sintetizada a partir de
Sug de RNA total das larvas filaridides e das fémeas partenogenéticas obtidos como descrito na
segdo 2, na presenca de transcriptase reversa e do iniciador oligo (dT), de acordo com as
recomendagdes do fabricante (Thermoscript RT-PCR System, Invitrogen). Posteriormente, foram
realizadas amplificagdes utilizando 2pl dos produtos obtidos da reago anterior combinados com
os iniciadores especificos para cada subunidade do proteassoma. O programa de amplificagio foi
idealizado para 35 ciclos, cada um constando de uma etapa de desnaturagiio de 1 minuto a 95°C,
uma de ligagdo do iniciador, de 1 minuto a 52°C e uma de extensio durante 2 minutos a 72°C.
Uma aliquota desta reagio foi analisada em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etidio.

O cDNA correspondente a cada subunidade, convenientemente purificado, foi ligado no
vetor pGEM Teasy (Promega) durante 16 horas a 4°C e transformado em células competentes
Escherichia coli DH5a. Para o preparo do DNA plasmidial, foi utilizado o kit "In Concert Rapid

Plasmid Punfication Systems" (Gibco-BRL), como descrito no boletim técnico do fabricante.

ATPase 3 do complexo 19S do proteassoma 268S.

Apés extragdo do DNA procedeu-se a amplificagiio gendmica da subunidade ATPase3
utilizando o seguinte programa para a PCR: 40 ciclos, sendo cada um composto de uma etapa de
desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, uma etapa de ligagio dos iniciadores a 52°C por 1 minuto e
30 segundos, seguida por uma etapa de extensio de 2 minutos e 30 segundos a 68°C. Para esta
reagio de amplificagdo foi utilizada a enzima DNA polimerase “Elongase Enzyme Mix”

(Invitrogen). Uma aliquota desta reaglio foi analisada em gel de agarose a 1,0% corado com
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brometo de etidio. A transformagio ocorreu em células competentes Escherichia coli DHSw e a

preparacio do DNA plasmidial, foi idéntica ao item anterior.

2.6. Sequenciamento dos cDNAs e do DNA genémico

Para 0 sequenciamento dos cDNAs das subunidades ATPase3 e S5a obtidas dos dois
estagios de desenvolvimento de S. venezuelensis e do DNA gendmico obtido somente da
subunidade ATPase3, foi utilizada a técnica do témmino do crescimento da cadela, inicialmente
desenvolvida por Sanger etal., 1977,

Em cada tubo de reagio, foram adicionados 0.5ug de DNA fita dupla, do vetor pGEM T
easy contendo o inserto (¢(DNA ou DNA gen6mico). Cada reagio foi preparada pela adigdo de
1ul.  dos iniciadores “forward” (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3") ou “reverse” (5°-
CAGGAAACAGCTATGAC-3"), 2uL. de Big Dye (DNA Sequencing Kit), 6ul de tampido de
sequenciamento (200Mm de Tris-HCl, 5mM de MgCl2, pH 9.0) e 9pL de agua livre de RNase.
Os tubos contendo a mistura reacional foram submetidos a 40 ciclos compostos por: desnaturagéo
a 96°C durante 10 segundos, ligagio dos oligoiniciadores a 52°C durante 20 segundos e extensio
da cadeia a 72°C durante 4 minutos, em termociclador {Mastercicler Gradient, Eppendorf). O

produto gerado em cada reagdo foi analisado em seqgiienciador automatico (ABIPrism 3100 DNA

sequencer).

2.7. Analise computacional das sequéncias obtidas R R
Com o auxilio do programa BLAST (Basic Local Aligment Search Tool,
www.ncbinlm nih.gov) as sequéncias obtidas foram submetidas a busca de homologia com

seqiéncias de nucleotideos (Blastn) e de aminoacidos (Blastx) depositados no Gene Bank

(Nacional Center for Biotechnology Information, USA).

2.8. Analise filogenética

A analise filogenética foi realizada com auxilic do programa ClustalW

(www.ebi.ac.uk/clustalw/) e MEGA versdo 2 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version

2.1}, utilizando o método de parsimdnia maxima com confiabilidade > 75%.
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3. Resultados

Os produtos de amplificagio obtidos por RT-PCR utilizando os oligonucleotideos
iniciadores especificos para as subunidades ATPase3 e S5a do complexo 198 nos dois estigios de
desenvolvimento de S. venezuelensis estio demonstrados na Figura 1A e 2, respectivamente.
Com a reacgio de amplificagiio utilizando os oligoiniciadores para a subunidade S3a, obteve-se
um transcrito de 1220bp, enquanto que utilizando os oligoiniciadores para a subunidade ATPase3
evidenciou a presenca de dois transcritos, em torno de 1224pb_ e 544pb, denominadas de banda
alta e baixa, respectivamente (Figura 1 A),

O DNA gendmico foi amplificado somente para a ATPase3 (Figura 1B), uma vez que o
gene que codifica a subunidade S5a de eucariotos superiores (humanos e camundongos), possui
aproximadamente 10Kb, o que dificulta a sua amplificagio através da técnica de PCR.

Os transcritos correspondentes a subunidade ATPase3, nos dois estigios de
desenvolvimento, estdo representado na Figura 3. O alinhamento das seqiiéncias de cDNAs e de
DNA gendmico referentes a banda alta e banda baixa para subunidade ATPase3 entre os dois -
estagios, demonstrou 100% de similaridade.

O alinhamento entre as seqiiéncias banda alta e banda baixa da subunidade ATPase3,
demonstrou que os primeiros 60 nucleotideos do fragmento menor se complementam aos
primeiros 60 nucleotideos do fragmento maior, sendo que os 484 nucleotideos restantes, do
fragmento maior, sdo complementares aos fragmentos finais do menor (representado no desenho
esquematico na Figura 3). ) -

O alinhamento das seqiéncias de nucleotideos da subunidade S5a demonstrou 100% de

similaridade nos dois estagios (Figura 4).
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Figura 1: Produtos de amplificag3o utilizando os oligonucleotideos iniciadores especificos para a
subunidade ATPase3 do complexo 198, obtido por RT-PCR nos estagios de larva infectante (L3)
e fémea partenogenética (F) (A) de Strongyloides venezuelensis. A amplificagio do DNA

gendmico referente a ATPase 3 (B).
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Figura 2: Os produtos de amplificagio utilizando os oligonucleotideos iniciadores especificos
para a subunidade S5a do complexo 198, obtido por RT-PCR nos estigios de larva infectante
(L.3) e fémea partenogenética (F) de Strongyloides venezuelensis.
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ATGCGCATST CTACTGRAAGAGC T GACGAGTAGAGCARGAC TG T TGAT TCTGARATT CGT
ATGCGCATGT CTACT GAAGAGCT GACGAGT AGAGCAAGACTGCTTGATTCTGARATT CGT

R B v R R R
ITTCATGCAGT CTGAGT TGARACACETCAATCAT GARAT AR ACACGAARCAGACAARRGTT

CTTGATT CTCAGCSTAAGGGARRAT BT GCAGTTAT CAAAACARGTACTAGECARACATAL

TTCCTTCCGETCATTGET CT T GTACCT CCCGARAGAAT TARAACCTGECGACTTAGT TGRS

GTACATAARGACTCATACTTGATCCT T GRAARACT TCCACCGGAAT TCEACTCT CEAGTA,

GETCCTCACTI TAGT GLAAAT BT T TAT T GEGEACGEAGC TAAACT GGTCASGRATGOCTTC

CARTTGGCCARAGPARARGCTCCAGCART TAT TTTCATTGACGAGCTCGACGCCATCGGA
————————————————— AGCTCCAGCAATTATTTTCATTGACGAGCTCGACGTCATCEGA

LR R A R R R L ey

ACAAAGCGTTTCARTAGT GAGARAGCT GBCGAT CETGAGG TACAGCGRACARTGTTAGAA
ACRARGCGTTTCARTAGT GAGRRAGCT GECGAT CETGAGETACAGCGAACAATGTTAGAA

ir*ir*****'k*********:E'k******-kir‘ir****:&**************************

CTTCTTAATCARCT GGAT GETT TCCAACCAART CATGACATC AAGETGAT TGCGGCTACA
CTTCTTAATCAACT GGAT GGT T TCCARCCAAAT CATGACATCARGGTGAT TGCGGETAGA

R R R R L S L TR LR g e AR L R R L 3

AAT AGAGTAGATATATTAGACCCAGLGCT BT TACGAAGTGGTAGAGTT GACCGGAARATE
ARTAGAGTAGATAT AT TAGACCCAGCGCTGTTACGARAGTGGTAGAGTTGACCGGARAATC

*****************************#*4{****************************

GAGTTTCCTGCACCARACGRAGRAGCACGTGCCCGCAT TAT GCAGAT TCACTCTCACARS
GAGTTTCCTGCACCAAACGRAGARGCACGTGCCOGLATTATGCAGATTCACTOTCGCRAG

****k**‘k*‘ki’*ir'ir*:E-!t******‘k*‘k**\k*******************************
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ATPase3BA ATGRARTGTACRAARAGAT GTCART TT TGAAGART TAGCTCOCTGTACAGATGACTTTAAT 1080
ATPase3BEB ATGAATGTACARAARGRTGT CAATT TTGAAGRAT TAGCTCGCTGTACAGATGACT TTAAT 343

******‘k**‘i‘**********‘k*‘.{’****,r**'f'.**‘k'**‘k*ﬂr*%‘*********'ﬁ‘*********

ATPase3BA GGAGCTCAGTETARAGCT GTGTETCT GGARGCCGETATGATTGOGTTECETCEARGTECA 1140
ATPasel3BB GEAGCTCAGTGTARAGCTGIGT GTETGEARAGCCEGTATGATTECETTGOGTCGARGTECA 403

********‘k‘kﬂr*‘i‘*‘k***’*-k*‘k*i{*************************'ﬁ'**********

AlPasel3BA TCAGAAGTARCACACGAAGAT TACA TGEATECCATTT TEGARGT TCARGC TALGARGCSE 1200
ATPase3BB TCAGARGTAACACACGRAGAT TACAT GGAT GCCATT TTGGAAGT T CARGCTARGARGCGE 463

*\"A"\'***‘kw*****‘k'fr*‘:‘:“k*9.-**x*‘x‘***‘k‘k‘x'***-r*?*****Y‘i“k**‘k*r**w*-&*w‘k*

ATPasel3BA ACTAATCTAARTTACTATGCC 1221
ATPase3BB RCTAATCTRAATTACTATGECC 484

Tk ke e e ok Rk R b ok Rk ok e bk

—

&0 3T 1221

— e I <+ Fne e G4

&77bp ansentes

Figura 3: Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da banda alta (BA) e banda baixa (BB) da
subunidade ATPase 3 do complexo 19S do proteassoma 26S em Strongyloides venezuelensis
(www.ebi.ac.uk/clustalw/). No final do alinhamento, esta representado o desenho esquematico do
alinhamento dos fragmentos maior (BA) e menor (BB) da subunidade ATPase 3.
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S5zF
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ATGTCTCAGERAGCTACGAT CATAGCAGT TGRT AATAGT GATTACAT GAGGAAT GEGRAC
ATGTCTCAGGAAGCTACGAT CATAGCAGT T GATAAT AGT GATTACATGAGGAAT GEEGAT

****i{‘i"‘**************#************‘k*i‘***********‘k******‘k*****

TTCTTCCCARACACGTCTGUAGGUGCARR AT GAT BCTETCAETT TRATC TGCCAGAGEARG
TTCTTCCCAACALGICTGCAGGCECARARTGAT GCTGTCGETTTGATC T GCCAGAGTAAG

**************ir*‘k‘k*******‘Jr'k*x*i’********************‘k*i"k*****

CETCRACGTARTCCAGRARRTACCAT TEETT TG T GTCCCT TOCARACACCGAAGTACTT
CGTCRACGTAATCCAGAPAATACCAT TGETT TGTT GTCCCTTGCARRCAT CGRASTACTT

*****************i’***-k‘ir***:i(**‘k******+*+i**i*****‘k**********i—

TOTACGCTAACARATGAT GTGAGT ARGAT AT ACAAT CET TTACACCTTGT GEAGCCARAG
TGIACGCTAACAARTGAT GTGAGT AAGATATACARTCGTTTACACCTTGTGGAGCCARAL

**‘k*********‘k*‘J’!************-k-k‘k'i’*'ir***************************

GGCAGCGATTATTTTCTGCTCAT CART ARGEATAGCCCACCTOGCACTTCOTCAT CEACAR
GGCAGGATTATTTTCTGCTCAT CARTAAGGATAGCCCACOT CRCACTTCGTCAT CGACRA

***********‘E****i—*********'.i"k*i**'}***********‘k******i**i—i****

TTGAGRCAT CAGRARRTGAGGAT CETAT GTTTCAT COGT AGTCCCATATTAGRAGATGAR
TTGAGACAT CAGRARATCAGGATCOTAT GTTTCATCGOTAGTCCCATATT AGARGATGAR

*******************************i"k-k:‘t*************i*******i***

ARAGAATTGACTAGECTTGCCAAGCET T CARARARGAGAARGTAMT GTCGATATTATT
AARAGAAT TGACTAGGCTTGCCAAGCETCTCARARAAGAGARRGTARAT GT CGATATTATT

*********************************************************w**

AACTTTGGT GAGRAT GARACAART GAGCAAARGT TGT CAGAATTCATCORCACAT T GRAT
CTTTGCTGAGAATGAAACARAT GAGCARMAGTT GTCAGAAT TCATCGACACATT GART

**s‘r*********‘k'ic****‘k‘k******‘k*‘k**************************4****

GGRAAGGAT GGAACAGGTTCTCACCTCATATC TG T TGCOCCEGRGACAGTCTTACACEAT
GGAARGGAT GEARCAGGT TCTCACCT CATAT CT G TGCCCCGEGEACAGT CTTACACGAT

********‘k‘k*ﬁr'ic*s‘r*ii{**ﬂr****'k'i:-k*********s‘!********‘k******ii*i—***

ACTTTGATGACARGCCCCGT TET T GUTGEIGAGERTGCT T CTGECAT OGO TGET GCCGGEE
ACTTTGATGACAAGCCCCET T BT T GCTGOTGAGGATGGTTCTGGCATGGCTEATGCCGEE

***************&*Jz{r***************i*********‘k***i"ﬁ*********:‘r

TTAGEITTGEAGT TTGEATTAGAT GBGGCAGAAGAT CCT GATTTACT CTATGCCCTCAGR
TTAGETITTGGAGTTTGGAT T AGAT GAGECACAAGAT CCT GATTTACTCTATGCCCT CAGR

-;\-*'k*********i‘*******************-k***********w***********w***

GTATCART GEAAGRCCAGUECATGUGTCAACARACATGAGGT TART COACAT CETAGTAAT

GTATCRATGEAAGACCAGCGCATGORT CARGAACATGAGGTTAAT GGAGATGGTAGTAAT

B R R AR R R R R e s T AL ] KK FHA T H Sk kb ke bk rdhhdwr

ACTTCAGTTGTAGCAACATCET TACCAGL T GEGT CAGEARC BT CCGAAGAAGCTATEOTT
ACTTCAGT TGTAGCARCAT CGTTACCAGCTGEGT CAGGRACCTCC BRAGAAGCTATGCTT

*****************************s':ir'k'x*‘!('*********************i’***

CAGCRAGGCTTTGECTATGTCAATGCAAATGART AATACCGAGT CTTCATSCTTGCOTATG
CAGCAGGCTTT GGCTATGTCARTGCARAT GAAT AATACCGAGT CTTCATCCT TSCOTATS

'k‘k**‘k**‘i!9{******i**:k*‘k*********x***i’*******************‘k**'ﬂ\’**

GATATCGATCTEGCAGCT AT GTCAGARGAAGAT CAGATAGC ATAT GCACTGCGCATGTOT
GATATCGATCT GECAGCTAT GTCAGRAGAAGATCAGAT AGCATAT GUACTBCGCATETCT

i-*****‘k-Jr****'k-k******i-ir***ir**'k'k-.\'-k‘ir**’k*i*********************&

TTACAACAGAT GEEAGAGGRAAACGACTCAACCT ACCAGCCACTACAT TGRAGT CCGASARG
TTACARCAGATGGGAGAGGAARCGACTCAACCTACCACCACTACAT T GERAGT COGRCARG

h‘r****-ﬁri"k**i(*-}c**‘Jr*******‘k*****‘k********i‘*w****‘***************

ACTATTGTTGAACCCTCTGGTET GGCTATGRAT AT AGAT CAGACTCCAACTARAGT TACT
ACTATTGITGAACCCTCTGET GTGGUT AT GGAT AT AGAT CAGACTCCAACTARAGT TACT

***************ii****'ir**'k*****x*********************‘k*i{*i***
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$5aF GAAARTCCAAATT TAT CTTCTAGT TCCGGTACAT TGGUAGCTGCAACATCAGCTGTTCCT 1080
55353 GARAATCCAARTTTAT CTTCTAGT TCCGGTACATTGRCAGCTGCAACATCAGCT GTTCCT 1080

*************‘i(*********'k**********ir'k‘i'**************i*ﬂr******

Ssaf ACATCTGCTGACT TEGATGT TATGTACGAT GOT GRAT T TT GEAAT CTGT T T TACARAGT 1140

S5aL3 ACATCTGCr GACT TGEAT GT T AT GTACGATGCT GAATTTTT GRAAT T GTTTTACARAGT 11 40
LR RS SRR TR TR R R T I A A ) EE R R R L R g g A A S

SBa TTGCCTGET GT GEATACT CAGRA T GAAGATGT TCGUARGGCTATAAAT GCTCTARCTAAG 12¢0

55al3 TTGCCTGEI GTGEATACT CAGRRT GAAGATETT CGCAAGGCTATARAT GCOTCTAACTAAG 1 200
*i'*******s\"k********'k'k*i’*******1’(**'k*'it****i*********‘k*i*******

S5ar TCCCACT CACAGCGAGGT TCARRGARAGAT GAAAR LGAAGAT GAGGAT AAGCAGRATACT 12606

S5aLl3 TCCCAGTCACAGCGAGET TCARAGRARGATGARAAAGAAGE TGAGGATAAGCAGAATAGT 1260

*********i**************************‘*************i‘*i—********

Figura 4. Alnhamento das segiiéncias de nucleotideos da subunidade S5a do complexo 19S5 do
proteassoma 265 nos estagios de larva infectante (L3) ¢ fmea partenogenética (F) de §. venezuelensis.

(www.ebi ac.uk/clustalw/).

As seqiiéncias obtidas foram submetidas a busca de homologia com as seqléncias de
nucleotideos e de aminoacidos depositados no banco de dados (www.ncbinlm nih gov)
utilizando o sistema Blast (Blastn e Blastx). Como pode ser observada nas tabelas 1 e 2,a
seqiiéncia predita para as subunidades ATPase3 e $5a apresentam homologia com varias

seqiiéncias que codificam para estas subunidades em uma grande variedade de OTganismos.

_AFigura 5 (A e B) representa o alinhamento entre a seqgiiéncia predita de aminodcido para.. ..

as subunidades ATPase3 e S5a com outras identificadas nos bancos de dados. Baseando-se nas
seqiiéncias de aminoicidos e utilizando os programas ClustalW e MEGA versio 2, pode-se fazer
uma analise filogenética das subunidades ATPase3 e S5a do complexo 198 do proteassoma 265

no nematodeo S. venezuelensis (Figura 5 A ¢ B).
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Tabela 1. Homologia da seqiiéncia de aminoacidos da subunidade ATPase 3 de Strongyloides
venezitelensis com a subunidades ATPase 3 de outros organismos, utilizando o programa
BLASTp.

Organismo ) Numero de acesso Valorde e
Mus musculus 13543237 0
Homo sapiens 33870816 0
Xenopus laevis 32450569 0
Rattus norvegicus 1395184 0
Anopheles gambiae 21294245 0
Drosophila melanogaster 11265326 0
Caenorhabditis elegans 3193161 0

Arabidopsis thaliana 15230005 172
Orysa sativa 556560 172
Brassica rapa 2564337 171
Schizoccharomyces pombe 7435746 157
Plasmodium yoelii 23481369 156
Plasmodium falciparum 23508505 154
Saccharomyces cerevisiae 6324691 154
Trypanosoma brucei 9651741 129

Mamiferos: 82% de identidade ¢ 91% de similaridade; insetos: 82% de identidade e 91% de similaridade; plantas:
75% de identidade e 89% de similaridade; protozodrios: 58 a 66% de identidade e 76 a 80% de similaridade.
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Tabela 2: Homologia da seqiéncia de aminoacidos da subunidade S3a de Stromgyloides

venezuelensis com a subunidades S5a de outros organismos, utilizando o programa BLASTp.

Organismo Namero de acesso Valor de ¢
Schistosoma mansoni 2623826 0
Schistosoma japonicum 29841433 171
Mus musculus 6679505 83
Rattus norvegicus 9957071 83
Homo sapiens 2134662 82
Xenopus laevis 27882650 81
Drosophila melanogaster 28317298 74
Anopheles gambiae 31213237 61
Caenorhabditis elegans 17508415 52
Arabidopsis thaliana 21594247 44
Saccharomyces cereviase 6321994 42
Physcomitrella patens 8272456 42
Schizoccharomyces pombe 19115540 41
Orysa sativa 11281550 41
Neurospora crassa 32419451 35
Plasmodium falciparum 23612936 23
Trypanosoma brucei 18463063 22
Giardia lamblia 29247683 4

S, mansoni: 9% de identidade e de similaridade
insetos: 41 a 42% de identidade e 57 2 59% de si
protozoarios: 31 a 39% de identidade e 53 a 60% de similaridade.

, mamiferos: 46 a 47% de identidade e 62 a 63% de similaridade;
milaridade; C. efeg

ans: 38% de identidade e 56% de similaridade;
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ATPase3Dm
ATPase3Hs
ATPase3Rn
ATPase3At
ATPase3Sc
ATPasel3Th

BasSv

BoSv

ATPase3Dm
ATPasel3Hs
ATPase3Rn
ATPase3At
ATPaselSc
AT #=se3Th

ZalSv

BbSv

AT Pasel3Dm
ATPaselHs
ATPase3Rn
ATPase3At
ATFase3Sc
ATPase3Tb

BaSv

BbSv

ATPase3Dm
ATPase3Hs
ATPase3Rn
ATPase3At
ATPase35c
ATPase3Th

Basv

BbSv

ATl Pase3bm
ATPase3Hs
ATPase3Rn
ATPase3Atr
.. AlPaselsSc
ATPaze3Th

ATPase3Dm
ATPasells
ATPase3Rn
ATPasel3At
ATPase3sc
ATPase3Thb

ATPase3Dm
Al'PaseliHs

TPase3Rn
ATPase3Ar
ATPase38c
ATPase3Th

———————————————————————————————————— MR~---MSTEELTSRARLLDSEIR
———————————————————————————————————— MR~~~~MSTEELTSFRARLLDSEI -
————————————— MAQTLEDKSIWEDGE-ESLGEEVMR-—~-MSTDEIVSRTRIMDNEIK
-—-—MNLLENIESPVIRQEKMATVWDEREQDGIGEEVLK--—-MSTEEIIQRTRLIDSEIK
MOEMNLLPT PESPVIRQEKMAT VWD EAEQDGI GEEVLK =~~~ ~MSTEEIVORTRLLESEIXK
------------- MATAMAEDT SFE-—mmwwwGDQLAS~~~~MI TDDIGRASRLLANEIR
—————————————— MATLEELDAQTLPGDDELDQEILN---~LSTQELOTRAKLLDNEIR
---MIQDTARATGGAAEGDRGGET SDASAMQLSPEE L?NIDSLTVQAPRNRSTQLQQEIH

FMOSELKHVNHEINTKQTKVKD SKSKIKMNKALPY LVATVVELLDVEPQRDE I~ = mm o EE
IMKSEVIRITHEIQAONEK IKDNTEKIKVNKT LPYLVSNVIELLDVDPQEEEwm=mww oD
IMKSEVLRVIHELQAMKDKIKENSEKIKVNKTLPYLVSNVIELLDVIPRDQE « o~ —— ED
IMKSEVLRVIHELQAMKDKIKENSEXIKVANTLEYLVSN VI BLLDVDENDQE~ ~— = —— ED
ILKEESQRINLDLESVKEKIKENQEK IKLNKQLPYLVGN IVE] LEMSPEDDAE~~——— ED
IFRSELGRL SHENNVMLEKIKDNKEK IKNNRQLPY LVANVVEYMDMNE IEDKENSESTTS
QLKNEERTMSSELAGLRREVEESQOKRVRDSNKLPYLVAS IAEVLDLEADDQD-———— VEE

GSVEVLDNGREGKCAVIKT STRQAYFLPVIGLVDAEKLKPGOLVGYVNKDSYLILETLEPAE
GANIDLDSQRKGKCAV IKT STROTYFLPVIGLVBAEKLK PGRLVGVNKDSYLILETLFTE
GANIDLDSQRKGKCAY IXT STROTYFLPVIGLVDAEKLKPGDLVGVNKDSYLILET LPTE
GANIDLDSQRKGKCVVLKTSTROT IFLPVVGLVDPDTLKPGDLYGYNKDSYLILDTLESE
GGENVNLDNT AVGKARVVKT SSROTVFLPMVGLVDPDKLKPNDLVGVNKDSYLILDTLPSE
LNVGKKK SRHPQKSAT IKTSSRQTVFLPVVELVDANKLS PODLVGEVNKDTFLVLEELPPE

FDSRVKAMEVDERPTERYSDIGGLOKQIQEL I EAVVLPMTERDRFEALGIQPPKGVLLYG
YDARVKAMEVDERPTEQY S IGGELDKQIQEL I EAVVLPMTHKEKFXNLGIHEPKGVLLYS
YDSRVKAMEVDERPTEQY SDIGGLDKQIQELVEATIVLPMNEKEKFENLGIQPPKGVLMYG
YDSRVKAMEVDERPTEQYSDICGLDKQI QELVEAI VLPMNHKEKFERLG I QPPKGVIMYS
YDSRVKAMEVDEKFTEDYND IGGLEKQI QELVEAT VL PMTHKEQFEKLGI RPPKGVLLYG
FDSRVKAMEVDEKPTETY SDVGGLDKQIEELVEAI VLEMKRADKFKDMGIRAPKGAIMY G
YDSRVEKAME IVEKPREKYTDVGGLDKQINEMIEAVVLPITEKEKYVRIGIKPPKGVLLYG

PPGTCKTLLARACAAQTKS I KT AGPOLVOMF I GDGAKLVRDAFOLAKEKAPATIFIDE
PPGTCKT LLARACARQTKST FLELAGPOLVOMF IGDGAK LVRDAFALAKEKAPATIIFIDE
PPGTGKTLLARACAAQTKAT FLKLAGPQLVOMF IGDEAK LVRDAFALAKEKAPSIIFIDE
PPETGRT LLARACAAQTKAT FLKLAGPQLVOMF I GDGAKLVRDAFALTAKEKAPSI IFIDE
PPGTGKT LMARACAAQTNAT FLKLAGEQLVOME IGDGAKLVRDAFLLAKEKSPCIIFIDE
PEETGKTLLARACAAQTINAT FLELARPOLVOMY I CEGAK LVRDAFALAKEKAPTIIFIDE
SPGTGKIMLARACAASTDACFLRLAGEQLVOMY IGEGARTLRDAFALAKKRAPTIIFIDE

LDAIGTKRFN~SEKAGDREVQRTMLELLNQLDG?QPNHDIKVIAAIN?VDILDB&LLRSG
~DATCTKRFN~ SEKAGDREVQREMLELLNQLDG?QPNHDIKVIAAENRVDILD?ALLBSG
LDAIGTKRED- SEKAGDQEVQRTWEELLﬁQuDCFSS”ADIKVIAATNRVDTLDPALLRSC
LDAIGTKRFD-SEKAGDREVQRTMLELLNGQLDGFQPNTOVKVIAATNRVDILDPALLRSG
LDATGIKRED-SEKAGDREVORTMLELLNQMD GFQPNTOVKVIAATNRVDILDPALLRSG
IDAIGTKRED~SEVSGDREVORTMLELLNQLDGF $SODRIKVIAATNRADI LDPALMRSG
LDAIGTKRFD-SEKSGDREVGRTMLELLNQLDGF SSDDRVKVLAATNRVDVLDPALLRSG
LDAIGSRRSDEGSKHGSREVORRMLELL SLLDGEGSTDDVKVIAATNRIDVLDPALLRRG

****::* = . *‘***** *****_ :*** . :**:i**** *:*****:* W

RVDRKIEFPAPNEEARARIM@IHSRKMNVQKDVNFEELARCTDDENGAQCKAVCVEAGMI
RNDRKIEFPAPNEEARARIMQIHSRK&NVQKDVNPEELARCTDD?NGAQCKAVCVEAGMI
RLDRK&EFPHPNEEARAKIMQIPSR(MLV“NDVhrEMLSQSTDDFﬁaAQCKAVCVEAGMZ
RLDRKIEFPMPNEEARARIMQI HSRKMNVSPDOVNYES LARCTDDFNGAQCKAVOVEAGMT
RLDRKIEFPMPNEEARARIMQIHSRKMIVS PDVNYEE LARCTRDFNGAQUKAVCVEAGMT
RLDRKIEFPHFTEEARGRILQIHSRKMNVNADVNFEELARSTDD FNGAQLKAVCVEAGML
RIDRKIEFPLPSEDSRAQILOIHSRKMITDDD INWQELARSTDEFNGAQLKAVT VEAGMT
RIDRKVEFTLPDEEARAN I LOIHSRRMALHGDVNEEE I SRMTEDMN GAGL KAVCVEAGML

*:***:**. " *:-*.:*:*****:* *-*-:*::* *:::**i* WX *****:
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437
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428
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434
445

Figura SA: Alinhamento entre as seqiiéncias de aminoacidos da subunidade ATPase 3 em S.
venezuelensis (BaSv — banda alta, com 407aa; BbSv — banda baixa, com 170aa) com as
seqiéncias de genes ortdlogos, utilizando o programa ClustalW. O dominio AAA, esti

representado na sequiéncia de aminoacido em negrito nas seqiiéncias BaSv (190 a 377aa) e BbSv

(20 a 140aa).

Dm. Drosophila melanogaster (428aa); Hs. Homo sapiens (439aa), Rn. Rattus norvergicus

(442a2); At Arabidopsis thaliana (423aa); Sc. Saccharomyces cerevisiae (434aa); Tb.
Trypanosoma brucei (445aa).
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S3aHs o e e e e

S BEMIR T e e e e e e

SHabm e e e e

S5V T e e e e e e e e

oAt ST

BaSC e e e e

S5aCe MPEHEKSTQMRESAE! NYNECVVIMLSASCLHREFV ROASRNTWVILRRVFQPEVT 6C

S3aTh e e e e e e e

BOAHS e e e e ———— e

B aMI e e e e e

85alm e e e e e e ——

B Y e e e e e e e e

SHARL e e e e e

o et T

S5ace ?PGGVQKNPNDFHSYQKYEVVEFETQKSAGPZNVIL%QDVEGZGHQFDVVSVQRTLARKD 120

Shath

$5aHs

$5aMm

S5abm

S5aSv

S5aAt

SSase

55aCe

S%aTh

ShaHs

S5aMm

S5alm

$5asv

sSahAt

55a8c¢

S3aCe

55a7Thb

§5aHs 000 e MVLESTMVCVDN SEYMRNGDELPTRLOAQODAVN IVCH 38

$haMm 00 ek MVLESTMVCVDNSEYMRNGDELETRLOAQGDAVNIVCH 38

S5abm 00 mmmm e MVLESTMICFDNSDFQRNGDYFPTRLIVORDGINLVCL 38

§3aSvy 000 e e s o MSQEATITAVDNSDYMRNGDEFPTRLOAQNDAVGLICY) 38

ShaAt 0000 meee e MVLEATMICIDNSEWMRNGDY SPSRLGAQTEAVNLLCG 38

$halSc 00000 e MVLEATVLVIDNSEYSRNGDFPRTRFEAQIDSVEFIFD 38

S5ale Lo --FTRISVDESKQSSYRGAQHT SKMVOESTMICVENSEYMRNGEFOPTRLOSQODAVNIVTO 300 S e

S5aTh 0 o memmmemmee e cwsssse e MPEACFLCLDSSEFMRNGDCHPNRFEFVVQEAATLLAN 37

¥ooLr ke dkEw SR P

S5aHs SKTRSNPENNVGELITLAND-CEVLTTLT PDTGRILSKLHTVOPKGK-ITFCTGIRVAHLA 96

ShaMm SKTRSNPENNVGLITLAND-CEVLTTLT PDTGRILSKLETVOPKGK-ITFCTGIRVAHLA 96

S5abm TRLRSNPENNVGLMTLSNT-VEVLAT LT SDAGRIFSKMELVOPKGE~INLLTGIRIAHLY 96

S5asv SKRQRNPENT IGLLSLAN-~-TEVLCTLTNDVSKIYNRLHLVEPKGR~I I FCSSIRIAHLA 95

S5aAt AKTQSNPENTVGI LTMAGKGVRVLTT PTSDLGK ILACMHGLOVGGE~INLTARIQIAQLA 97

S5asc AKRNSNPENTVGLISGAGANPRVLSTFTARFGK ILAGLHDTQIEGK-LHMATALGIAQLT 97

SEaCe CKLRANPENAVGILSMANS-VQVLSSLSTEQRRLMMKNHSIEPFGK~CNPIAGIKIAHLA 358

s5aTb AKTSANAENTVGELTLGCNACTVFET LTSDVDRVMSTMSKI 8T SGKQCHFSKGLOTACLA 97

* FLEF ckrrroL. ¥ropo:o:o.rx .*, HE S L

S5als LKHROGKNHKMRILAFVGSPVEDNEK- DLVKLAKXRLKKEKVNVD I INFG-~EEEVNTEKL 153

S 5aMm LKHRQGKNHEMRI IAFVGSPVEDNEK- DL VKLAKRLKKEKVNVDI INFG=~EEEVNTEKL 153

SHabm LKHRQGKNHKMRIVVEVGSP INHEEG-DLVKGAKRLKKEKVNVDIVSFG~~DHENNNETIL 153

S85asSv LRHRQLRHOKMRIVCFIGSPILEDEK~ELTRLAKRLKKEKVNVDIINFG-~ENETNEQKL 152

SSaAt LKHRONKENQRORI IVFAGSPIKYEKK-ALEIVGKRLKKNSVSLDIVNFGEDDDEEKPQKL 156

S5asc LKHRONKVQHORIVAFVCSPISDSRD-ELIRLAKT LKKNNVAVD I INFG--EIFQNTELL 154

Shale LKHRONRNHKMRVVLFIGSPLEEI EMNE LVK IAKKMKKEKVLCDVIMFGE-NESDGHEKFE 417

35aTh LSHRTNPRAEKRIVAFIGTPLEGETDG~ELEKLAKKLRKESVAVDVVEVG~~~VPSNVERL 15
L e -k .o Ed * - ek oW * L) * -
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S3aHs TAEVNTLNGKDGTGSHLVTVPPGP—SLADALISSPILAEE—GGAMLG ————————— LGAS 202
S5aMm TAFVNTLNGKDG GSHLVIVPPGP-SLADALISSPILAGE~GEAMLE~~ ~mmmw LGRS 202
$5alm TAFINALNGKDGTGSHLVSVPRGS~VLSDALLSSPIIQGEDGMGGAG ————————— LGGN 203
S5asv SEFIDTLNGKDGTGSHLISVAPGT—VLHDTLMTSPVVAGEDGSGMAG ————————— AGLG 202
S5aht EELIEANNN~«NDGSHIVHVPSGANALSDVLLSTPVFT-—GDEGRSGYVS%AAAAAAAGG 212
Shasc DEFIAAVNNPQEETSHLLTVT?GPRLLYENEASSPIILEEGSSGMGAFGGSGGDSDANGT 214
SSalCe STFVD?LNGKEGSGSSLIVVPQGS*SLTDALLQSSVCKNEDGQAAFG ——————— GGGNGM 462
55aTh TAEVERLSN**—NGNSRFLSVPAKVPLIDSLMSSAIFMGEDSSVSGG ———————— GEFNGS 202
ShaHs DFEFGYDEPSADPELALALRVSMEEGRORQEEEARRAAAA SALEA G mm =i s e e e 247
S5aMm DFEFGVDPSADPELALALRY SMEEQROROEEEARRAABAS AATAG —— m e em o 24&7
S5alm VEEFGVDPNEDPELALALRVSMEEQRQRQESEQRRANPEGAPPTGGBAGGGGGVSGSGPG ZE3
55aSv ~LEFGLDGAED PDILYALRVSMED QRMR QE HE VN GDGSNTSVVAT - e — e — e 246
S3ant S?DFGVDPNIDPELALALRVSMEEERARQEAAAKKAADEAGQKDKDG ————————————— 259
S55asc FMDFGVDPSMDPELAMALRLSMEEEQQRQERLRQQQQ——wvQQDQF —————————————— 256
S5aCe DNAFGMDVENDPDLALALRYSMEEERAROAAARAANGEAAD SEATI— = wm mes s — e e 514
55ath SAGESVDPTMDPEMVLATIQMSLEEEERROAARAATLN SNARE SETVER = ae e m e e e 249
o Frorr Rrgpgkarrr, o ww
S5aHs —EATTGTE~——DSDSALLKMTISQ—QEFGRT—-—GLP*h—DLSSMTEEEQ—IAYAMQMSL 295
S5aMm -IAIPGTE———DSDDALLKMTINQ—QEFGR?—-—GLP~——DLSSM?EEEQ—IAXANQMSL 285
S55a0m NEESAGAENEANTEE&MLQRALALSTETPED——WNLP—-—DFANMTEEQQ-IAFAMQMSM 316
S5asv wSLPAGSG—~~TSEEAMLQQALAMSMQMNNTESSSLPMDIDLAAMSEEDQ—IAYALRNSL 301
S5ant GTASASQETVARTTDKNAE?MDEDSALLDQAIAMSVG—DVNMSEAADEDQDLALALQMSM 318
3585¢ e e EQSEQPEQHRDK -~ e 268
55aCe s AEVARRRARVPLER M~ —m e e DMGAMTEEQQ-LEWALRLSM 548
$5aTb 0 eememe—mmmaeo TDINMDEEAL G~ ==~ mw s e m e e LENMTEEEM-LRRALLLSL 278
S5aHs QEA--EFGQASSADI DASSAMD TS EPAKEEDD Y mu o mmm m e st it e e 328
$5abm GT~-EFS0-ESADMDAS SAMDT SDPVKEEDDY = o = = —m mes s o e s e e 325
S5aln QDA~-PDDS VT QQAKRPKT DEANAPMDVDEDY S o —m m e e e i e em e e 347
S5asv QQEGEETTQPTTT?LESDKTIVEPSGVAMDIDQTETKVTENPNLSSSSGTLAAA?SAV?T 36l
S3aAt SGE-— e B SR AT GAGN — st e e e 331
S5a50C e e
S5aCe QEN == —~APAEQPOVOHEQMDVDGAPAVGEDNLD = = s m i st e e m e 578
35aTh AN ot e e e e e e o 282
S5aHs — = DVMODPEF LGSV ENLPGVDPNNEA I RNAMGS LASQATKD G- KX DKKEEDKK-—~ 377
S5aMm ==~ —-DVMQDPEFLQSVLENLPGVDPNNAR IRSVMGALASOATKDG-KNDKKEEE K== 374
S5abm ~———EVIGDPAFLQSVLENLPGVDPQSEAVRDAVGS IN-~KDKDK~KSDGKDSOKK~~— 346
S$5asv SADLDVMYDAEFLESVLQSL?GVBTQNEDVRKAINALTKSQSQRGSKKDEKED&QKQNS 420
S55ant m*““NLLGNQAFISSVLSSLPGVDPNSPAVKELLASLPDBSKRTEEEESSSKKGEDEKK 386
S5asc T T T o o T T 0 2 LT T e e — b b e e
SBaCe —==~DLMNNPELLQQGI VDDLEAANAE —= mmms m e s e KDDDKEKK=~—~ 508
5%aTe 0 mmmmeee KGQAAAGSNATNAADDEAFANELEKELERQSKEETLQGKHDDQNEEKED——— 331

Figura 5B: Alinhamento entre as seqiiéncias de amino4cidos da subunidade S5a em Strongyloides
venezuelensis (Sv — 410aa) com seqiiéncias de genes ortologos, utilizando o programa ClustalW.
Os dominios de interagio com ubiquitina estdo representados em negrito dentro da seqiiéncia de
aminodcidos da Sv.

Hs. Homo sapiens (377aa); Mm. Mus musculus (376aa), Dm. Drosophila melanogaster (396aa),
At. Arabidopsis thaliana (386aa), Sc. Saccharomyces cerevisiae (268aa); Tb. Trypasoma brucei
(331aa); Ce. Caenorhaditis elegans (608aa).
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100 [ BaSv,
BbSv_

150 ———— ATPase3Hs
85 WL ATPase3Rn
ATPase3Dm
ATPase3At
ATPase3Sc
ATPase3Tb

Figura 6A: Analise filogenética entre as seqiiéncias de aminoacidos da subunidade ATPase 3 em
Strongyloides venezuelensis (banda baixa = BbSv e banda alta = BaSv) e outros 0rganismos,
utilizando os programas ClustalW e MEGA versio 2.

Dm. Drosophila melanogaster; Hs. Homo sapiens; Rn. Rattus norvergicus, At. Arabidopsis

thaliana; Sc. Saccharomyces cerevisiae; Tb. Trypanosoma brucei.

o SSaHs
o2 L S5Mm
S5aDm

S5aAt
Bl S5a8¢
85aCe
S5ath

Figura 6B: Analise filogenética entre as seqiiéncias de aminoacidos da subunidade S5a em

Strongyloides venezuelensis (Sv) e outros organismos, utilizando os programas ClustalW e
MEGA versdo 2.

Hs. Homo sapiens, Mm. Mus musculus; Dm. Drosophila melanogaster, At. Arabidopsis thaliana,

Sc. Saccharomyces cerevisiae, Tb. Trypasoma brucei;, Ce. Caenorhabditis elegans.
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4. Discussao

O proteassoma 208 tem sido mencionado como responsavel pela atividade proteolitica do
proteassoma 26S, enquanto que o complexo 19S contribui para diferentes funcdes, como:
reconhecimento de substratos poli-ubiquitinados, reciclagem da ubiquitina, auxiliar na abertura
do canal 208 e no desdobramento e na translocagio do substrato até o proteassoma 208 para a
degradacio (MAUPIN-FURLOW et al., 2003).

Em todas as células a degradagdo de proteinas intracelulares necessita da hidrélise de ATP
(ZWICKL et al,, 1999). Em eucariotos, a hidrélise de ATP é importante para a ubiquitinacio de
proteinas substratos, bem como para a atividade proteolitica do proteassoma 268, o principal sitio
de protedlise no nicleo e no citoplasma (BENAROUDJ et al., 2003), esta por sua vez é
proveniente das subunidades ATPases que compde a base do complexo 19S. As ATPases
associadas ao proteassoma sio classificadas dentro da familia das AAA, as quais sio encontradas
em todos os dominios da vida atuando em diversos processos biolégicos como na protedlise, nas
modificagdes conformacionais de proteinas e na replicagio de DNA (MAUPIN-FURLOW et al.,
2003).

Anilise da seqiiéncia de nucleotideos (BLASTn) do nematddeo S, venezuelensis revelou
uma significante homologia com genes proteassomais da subunidade ATPase 3. A seqiiéncia de

aminodcido predita demonstrou alta homologia com genes codificadores da subunidade ATPase3

de outros organismos, como mamiferos (roedores e homem com 82% de identidade e 91% de .

similaridade), representantes da classe Insecta (como D. melanogaster e A. gambiae com 82% de
identidade 91% de similaridade), plantas (O.sSafiva, com 75% de identidade e 89% de
similaridade) e protozoarios parasitas (como Plasmodium sp e T. brucei, com 66% e 58% de
identidade; 80% e 76% de similaridade, respectivamente). Embora as ATPases apresentem alta
similaridade nas suas seqiiéncias, nfo sfo funcionalmente redundantes, pois coletivamente
assumem multiplos papeis dentro do complexo (GROLL & HUBER, 2003), bem como a
producioc de energia utilizado pelo 268 durante a degradagio de proteinas (COUX et al., 1996),
na manutengdo do complexo 268, no reconhecimento e na translocacdo do substrato alvo até o
canal proteélitico 20S. Em arqueobactéria, Methancoccus jannaschii, as subunidades ATPases

apresentaram alta similaridade com eucariotos superiores (VOGES et al, 1999).
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Biologistas moleculares, em 1977, ficaram surpresos com a descoberta de que a maioria
dos genes de eucariotos tem suas seqiiéncias codificadoras (exons) interrompidas por seqiiéncias
nio-codificadoras (introns) (ALBERTS et al., 1997). No presente trabalho, os transcritos para a
subunidade ATPase3 sio idénticos aos produtos de amplificagio obtidos a partir do DNA
gendmico, indicando assim a auséncia de processamento do mRNA antes do seu direcionamento
para a sintese protéica no citoplasma. Resultados semelhantes foram obtidos por Certad et al.
(1999), na caracterizagio de uma subunidade ATPase2 (S4) em P. falciparum, onde comparando
as seqiiéncias de cDNA e DNA gendmico observaram que as mesmas eram idénticas sem a
presenca de introns.

O reconhecimento de substratos ubiquitinados pelo proteassoma 26S é um passo
importante para a degradagio seletiva de varias proteinas celulares. Estudos tém demonstrado que
a subunidade 85a pode se ligar a cadeias poliubiquitinadas ligadas a proteinas (MAHAFFEY,
RECHSTEINER, 1999; KIKUKAWA et al., 2002).

Recentemente tem sido relatado que o RNA mensageiro para a subunidade Rpn10 (S5a)é
gerado a partir de um unico gene, o qual sofre um processamento alternativo. A seqiiéncia
gendmica da Rpn10 de camundongo é extremamente longa contendo 10Kbp, a qual é composta
de 10 exons. No entanto, varios membros da familia de proteinas Rpnl0 sio codificados por
regibes intrénicas, sugerindo que a regulagdo da expressio desta proteina ocorre apés a
transcrigdo (KIKUKAWA et al., 2002). O tamanho do gene que codifica para a subunidade S3a
dificultou a amplificacio do mesmo em S. venezuelensis, pela técnica de PCR.

No presente trabalho, nio foi observado uma expressio diferencial, através da
‘amplificagdo do cDNA codificando a subunidade S5a do complexo 198 nos diferentes estagios
de desenvolvimento do nematédeo S. venezuelensis. Embora alguns relatos sobre outros
organismos mencionam a expressio diferencial de componentes do proteassoma entre os
diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento (COUX et al, 1996; VOGES et al., 1999;
KAWAHARA et al.,, 2000). Fato este semelhante ao trematédeo S, mansoni, onde resultados de
Northern e Western blots demonstraram que niveis diferentes de RNAm e proteinas para a
subunidade S5a, bem como a taxa de modificagio e nio modificacio para a proteina especifica

fo1 diferente entre os diferentes estigios de desenvolvimentos (RAM et al., 2003).
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De modo semelhante 4 subunidade ATPase3, a analise da seqiiéncia de nucleotideos
(BLASTn) da subunidade 85a que constitui a interfase entre a base a e tampa do complexo 195
do proteassoma 268 no helminto S. venezuelensis demonstrou alta homologia com as seqiiéncias
de outros organismos, como o trematddeo S. mansoni (com 89% de identidade e similaridade,
respectivamente), mamiferos (roedores e homem com 47% e 46% de identidade e 63% e 62% de
similaridade, respectivamente), insetos (D. melanogaster com 42% e 59%; A. gambiae com 41%
e 57% de identidade e similaridade, respectivamente), no nematédeo de vida-livre C. elegans
{com 38% de identidade e 56% de similaridade) e em alguns protozoarios parasitas (como P.
Jalciparum, T. brucei e G. lamblia com 39%, 33% e 31% de identidade e 60%, 54%, 53% de
similaridade respectivamente). A importincia da subunidade S5a em organismos, como S
mansoni tem sido relada por Ram et al. {2003). Outras subunidades nio-ATPasicas, tem sido
mencionado como: Rpnl em 7. cruzi (ZOU et al, 2000), Rpnll em 7. brucei (LI, WANG,
2002), 82 em E. histolytica (HELLBERG et al., 1999).

Na literatura existe um maior niimero relatos sobre as subunidades que compde o
proteassoma 208, em relagio as subunidades que compdem o 198, em diferentes organismos: 7.
brucei (HUANG et al., 1999; RADWANSKA et al,, 2000), D. melanogaster (ZAISS, BELOTE,
1997), L. donovani (CHRISTENSEN et al., 2001), E. histolytica (RAMOS et al., 1997), P.
Jalciparum (11 et al,, 2000).

Analise filogenética dos componentes do proteassoma tem sido objetivo de estudo de
diversos autores, 0s quais propdem diferentes mecanismos evolutivos, baseando-se na pesquisa
de homologia entre os organismos nos bancos de dados (GILLE et al,, 2003).

Um modelo da histéria evolucionaria das ATPases proteassomais, tem sido proposto por
Wollenberg, Swatfield, (2001), no qual a duplicagfo e a diversificagio do gene que codifica para
a ATPase proteassomal de arqueobactérias resultou nas 6 subunidades ATPasicas presentes no
proteassoma de eucariotos superiores. Comparando-se os resultados do alinhamento entre as
seqiiéncias de aminoacidos obtida no banco de dados e a analise filogenética, pode-se confirmar a
alta similaridade e identidade entre as subunidades ATPase3 do S. venezuelensis com os
diferentes organismos.

Outras subunidades ATPasicas (como a S4/ATPase2 de P. falciparum) também

apresentarem uma alta identidade com levedura, ratos, insetos ¢ homem (CERTAD etal , 1999},
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como demonstrado neste nematédeo. Este fato pode ser explicado pela alta conservagio no
dominio AAA entre os membros da superfamilia AAA (PATEL, LATTERICH, 1998). Foi
identificado o dominio AAA (altamente conservado entre os membros da superfamilia das AAA)
na subunidade ATPase3 de S. venezuelensis, no qual corresponde ao aminoacido 190 a 377 e 20
ao 140, das seqiiéncias de aminoacidos da banda alta e banda baixa, respectivamente.

A analise filogenética apresentada para a subunidade S5a, vem confirmar a evolugio dos
componentes do proteassoma, pois a partir de organismos mais simples (C. elegans e T. brucei)
pode-se observar a diferenciagio entre grupos mais complexos (mamiferos), com bactérias e
representantes do reino vegetal (O. sativa) em ramos intermediarios. Fatos estes confirmados
pelo o aumento da similaridade e da identidade entre as seqiiéncias de aminoacidos nos diversos
organismos, tem-se maior proximidade entre os organismos.

Os resultados do presente trabatho vém contribuir para analise inicial das subunidades do
proteassoma 268, sobretudo daquelas que comp&em o complexo regulatério 198 no nematédeo S.
venezuelensis. Além disso, as subunidades ATPase3 e S5a deste parasita demonstraram serem
muito semelhantes com as mesmas descritas em outros organismos, levando assim inferir
mecanismos semelhantes de reconhecimento e deslocamento do substrato alvo pelo proteassoma
268. Porém novos estudos seric necessarios para identificar os detalhes dos mecanismos
envolvidos na degradagdio de proteinas alvos por este complexo multienzimatico, bem como

determinar a importincia destes processos no ciclo biologico deste parasita.
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Conclustes

Conclusoes

E indiscutivel a importincia do proteassoma em diversos processos celulares, sobretudo
na degradacdo de proteinas regulatorias do ciclo celular e na diferenciacio, os quais tem sido
verificado em diferentes organismos (parasitas e hospedeiros); bem como na produgdo de
peptideos antigenos para serem reconhecidos pelo sistema imunolégico. Isto faz com que este
complexo multienzimético seja extensivamente estudado, afim de inferir novas possibilidades
terapéuticas através do uso de inibidores, além de promover um maior entendimento do ciclo
biologico de agentes parasitarios, sobretudo o complexo ciclo de vida de Strongyloides sp. e

ainda promover o desenvolvimento de vacinas.

A partir das informagdes obtidas no presente trabalho, pode-se concluir que:

1. Os extratos brutos obtidos a partir dos dos estagios de larva filarioide e de fémea
partenogenética de S. venezuelensis possuem conjugados poli-ubiquitinados e bandas
proteicas na faixa de 29 a 32 KDa caracteristico do proteassoma 208.

2. Os extratos brutos obtidos a partir dos dois estigios de desenvolvimento de S.
venezuelensis possuem atividades proteoliticas de quimiotripsina e tripsina-simile, sendo
maiores para o estagio de fémea partenogenética em relagio ao estagio de larva.

3. Os cDNAs obtidos a partir dos dois estagios de desenvolvimento apresentaram 100% de

..similaridade para as subnidades alfa6.e beta6 do proteassoma 208 ¢ ATPase3 e §5a-do-

complexo 198 do proteassoma 268.

4. Abusca de homologia revelou que a sequéncia predita apresenta grande similaridade com
as sequéncias codificadoras para estas subunidades em varios organismos no banco de
dados.

5. A analise filogenética das quatro subunidades revelou a evolugio dos componentes do
proteassoma, onde através da duplicagio e da diversificagio génica tem-se a diferenciagdo
estrutural do proteassoma de organismos mais simples até a organizacio dos Organismos

mais complexos.
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Conclusdes

6. A alta conservagiio das sequéncias do proteassoma 26S neste helminto em relacio as
sequéncias j& descritas, permite inferir a grande similaridade na organizacio e nos

mecanismos de reconhecimento e deslocamento do substrato alvo.

Diante destas consideragdes, a caracterizagio deste complexo proteolitico no nematddeo
8. venezuelensis, ainda nio permitiu afirmar definitivamente a sua fungio dentro do ciclo de vida
deste parasita. No entanto, pode-se inferir a presenca desta via proteolitica, a partir dos resultados
obtidos dos ensaios enzimaticos utilizando inibidores especificos para o proteassoma, bem como
pela presenca dos conjugados ubiquitinados e de bandas especificas do proteassoma 20S nos
extratos brutos deste nematoédeo. Além disso, a caracterizagfio molecular de algumas subunidades
que compde © proteassoma 268 e a sua similaridade com outros organismos depositados no
banco de dados podem confirmar a conservagio desta protease multicatalitica ao longo da
evolugio. Contudo, estes resultados iniciais certamente contribuirio para novos estudos, a fim de
determinar a fun¢o da via proteassoma-ubiquitina neste helminto, e talvez promover um melhor
entendimento da estrongiloidiase, a partir do estudo da biologia do seu agente causador.

No entanto, novos estudos serdo necesséarios, para determinar a funcio do proteassoma
268, na degradagio seletiva de proteinas essenciais para a diferenciagio entre os estagios de vida-

livre para o parasitario, fato estes importantes para o direcionamento do complexo ciclo de vida

deste parasita.
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