IVUINIC Jr

Encontro Latino Americano

XIVINIC X.EPG
Encontro Latino Americano Encontro Latino Americano
de P6s Graduacgao

de Iniciagao Cientifica
PROTEASSOMA 26S: ANALISE DE HOMOLOGIA ENTRE AS SUBU NIDADES RPN1 E
RPN2 DE Biomphalaria glabrata E Schistosoma mansoni.

de Iniciagdo Cientifica Junior

Behania Ribeiro de Almeida, Wagner Miranda Barbosa, Mariana Drummond Costa
Ignacchiti, Olavo dos Santos Pereira Junior

Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Agrarias, UFES. Alto
Universitario s/n° Alegre/ES — 29.500-000, olavouspjr@uol.com.br.

Resumo - Inimeras proteases de uma grande variedade de organismos parasitos tém sido caracterizadas
em niveis moleculares e celulares. A atuagdo destas proteases tem sido proposta em diversos processos
biologicos, tais como a invasédo e saida de células hospedeiras, encistamento, catabolismo de proteinas do
hospedeiro, diferenciacdo e progressdo do ciclo celular, citoaderéncia e evasdo da resposta imune do
hospedeiro. Dentre essas proteases, merece especial destaque o complexo proteolitico dependente de
ubiquitina e ATP, denominado de proteassoma 26S. Assim esse trabalho teve como objetivo principal
avaliar o grau de identidade entre as subunidades RPN1 e RPN2 entre moluscos da espécie Biomphalaria
glabrata e o parasito Schistosoma mansoni. Foi observada a identidade de 51 e 27% entre as subunidades
RPN1 e RPN2, respectivamente, entre 0s organismos, o que indica a presenca dessa estrutura no molusco,
e todas as importantes funcdes que ela possivelmente auxilia para no desenvolvimento desse invertebrado.

Palavras-chave: Proteassoma 26S, Biomphalaria glabrata, Schistosoma mansoni.
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Introducéo

A biologia do parasito Schistosoma mansoni
apresenta um complexo plano de desenvolvimento
envolvendo permutacdes de um ambiente
aquatico para um outro no hospedeiro
intermedidrio invertebrado e culminando com sua
a instalacho em um hospedeiro vertebrado
definitivo (Coura & Amaral., 2004).Com relacdo ao
hospedeiro intermediario, de dez espécies e uma
subespécie do género Biomphalaria ja descritas,
trés delas sdo caracterizadas como hospedeiros
intermediarios naturais de importancia
epidemiolégica; B. glabrata, B. tenagophila, e B.
straminea. Essas  trés espécies estéo
disseminadas em nosso territério, sendo que os
moluscos da espécie B. glabrata sao
caracterizadas os hospedeiros intermediarios mais
importantes do parasito no Brasil (Coura &
Amaral., 2004).

Apesar de todos os avang¢os no conhecimento
da biologia desse hospedeiro intermediario (El-
Ansary et al., 2007), muitos aspectos da interacdo
molusco-parasito ainda estdo por ser elucidados,
como por exemplo: a influéncia fenotipica e
(Lockyer et al., 2006). Desta forma, a ampliacdo
destes estudos podera contribuir para o melhor
entendimento de aspectos imunoldgicos,
bioquimicos, e fisiologicos durante o
desenvolvimento de S. mansoni em seu
hospedeiro intermediario (El-Ansary et al., 2006).

Inimeras proteases de uma grande
variedade de organismos parasitos tém sido
caracterizadas em niveis moleculares e celulares.
A atuacdo destas proteases tem sido proposta em
diversos processos biolégicos, tais como a
invasdo e saida de células hospedeiras,
encistamento, catabolismo de proteinas do
hospedeiro, diferenciacdo e progressdo do ciclo
celular, citoaderéncia e evasdo da resposta imune
do hospedeiro. (Klemba e Goldberg., 2002). Com
acentuado grau de destaque entre essas
proteases, 0 complexo proteolitico ubiquitina-
proteassoma 26S é responsavel pela degradacdo
de proteinas mal formadas, proteinas de meia vida
curta, com as que regulam o ciclo celular, fatores
de crescimento, receptores de superficie e
proteinas envolvidas no processamento de
antigenos para o MHC classe | (Tanaka k., 1998).

O proteassoma 26S (Figura 1), é formado por
um centro catalitico denominado de proteassoma
20S ou particula catalitica 20S (PC20S) e por
complexos reguladores, sendo o mais bem
compreendido o complexo denominado de 19S ou
particula regulatéria 19S (PR19S) (Glickman, M.A,
et al, 2005).0 complexo regulatério 19S,
subdividido em base e tampa, € composto de pelo
menos 17 subunidades, sendo que a ligacao
desse complexo as extremidades do centro
catalitico 20S é reversivel e dependente de ATP
(Glickman et al, 2005). A base é formada por duas
subunidades Rpns (ndo ATPasicas) denominadas
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de Rpnl e Rpn2, fundamentais na estruturacéo
desse complexo (Rubin et al, 1998).

Assim, este trabalho teve como objetivo
principal avaliar o grau de homologia entre as
subunidades RPN1 e RPN2 de B. glabrata, com
as mesmas subunidades do parasito S. mansoni,
com auxilio de ferramentas de bioinformatica.

Complexo 19S

Complexo 26S

Complexo 20S

=

Figura 1 - Formacao do complexo proteolitico 26S
(C), por intermédio da associacdo entre o
complexo regulatério 19S (A) e o proteassoma
20S (B). D - microscopia eletrbnica do
proteassoma 26S de leveduras. Essa associacdo
€ um evento dependente de ATP

Metodologia

As  sequéncias avaliadas BgRPN1
(51500062); BgRPN2 (n°156759728), SmRPN1(n°
CAZ27678.1) e SmMRPN2 (n° CAZ36803.1) foram
submetidas a busca de homologia entre si, com
nucleotideos e aminoacidos com o auxilio do
algoritmo (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Também foi utilizado o algoritmo PFAM
(www.sanger.ac.uk) para identificar os dominios
conservados nas seqiéncias preditas de
aminoacidos, e 0 programa Clustalw
(www.ebi.ac.uk) para auxiliar no alinhamento das
seqliéncias de aminoéacidos.

N° - nimero de acesso das seqiienciais no
NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov.br)
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Resultados

As andlises em banco de dados (NCBI)
demonstraram a presenca de uma sequéncia de
nucleotideos para as subunidades RPN1 e RPN2
de B. glabrata. Apés a predicdo das sequéncias de
aminoacidos, foi observada a presenca dos
dominios caracteristicos para subunidades do tipo
RPN, como pode ser observado nas figuras 2 e 3,
respectivamente.

BgRPNL
MGSREE! GSWEHEYVRHL AGQVAQEWQDTTETDVD
MRNKLI SLAKQI VPYHVNHNAEAEACDL LVE! ERL
DL LKDYVDESAYSRACL YL TSCVPYVPDPENTVLL
KCAVEL YRKFNQYPQALRFAALNDVELI EEI FTEC
PDSLMKKQLAYM_GRQQ SLEL SEAL DDKDDLREI
| ANGQLNQHFL TLARELDI MDPKVPEDI YRHTL
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Figura 2 — Sequéncia predita de aminoacidos para
a subunidade RPN1 de Biomphalaria glabrata,
com a indicacdo do dominio caracteristico para
este tipo de proteina.

Com relacdo a comparacdo das
sequéncias preditas de aminoacidos entre as
subunidades BgRPN1 e BGRPNZ2, foi conservado
um grau de conservacdo de apenas 3%, entre 0s
fragmentos analisados. Entre as subunidades
BgRPN1 e SmRPN1, foi conservacdo um grau de
conservacdo de b51% entre os fragmentos
avaliados. Com relacdo aos fragmentos de
BgRPN2 e SmRPN2, foi observado 27% de
similaridade. As figuras 4, 5 e 6 ilustram essas
andlises, respectivamente.

BgRPN2
MPKVEFKSNAKPSTYAYPPVL EEKKDKAKEKVETAVLSI
TAKQKKKDL EKKKDSQTNVESVEVDESSTSSKKETSVKD
KKDKKKEASSSSDKNKNAGEDVSTESL L TEVSTEKKEPE
PNFEI LTNPARI MKAQLKVI SLDTSKYTPVKDLSHGG |
MLKNSKPEEQEDI VETVQAGGPKAEDEEEEPPPEAFEYT
DD

| H i ] i 4 fil i i

iy, ———
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Figura 3 — Sequéncia predita de aminoacidos para
a subunidade RPN2 de Biomphalaria glabrata,
com a indicagcdo do dominio caracteristico para
este tipo de proteina.
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Figura 4 - Alinhamento entre as sequéncias
parciais preditas de aminoacidos das subunidades
BgRPN1 e BgRPN2 da particula regulatéria 19S,
pertencentes ao complexo proteolitico
proteassoma 26S do molusco Biomphalaria
glabrata. *aminoacidos conservado — 3%
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Figura 5 - Alinhamento entre as sequéncias
parciais preditas de aminoacidos das subunidades
BgRPN1 e SmRPN1 do proteassoma 26S do
molusco Biomphalaria glabrata e do parasito
Schistosoma mansoni *aminoacidos conservado —
51%.
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Figura 6 - Alinhamento entre as sequéncias
parciais preditas de aminoacidos das subunidades
BgRPN2 e SmRPN2 do proteassoma 26S do
molusco Biomphalaria glabrata e do parasito
Schistosoma mansoni *aminoacidos conservado -
27%.

Discussao

Entre 1960 e 1980, muitos cientistas
focalizaram seus estudos nos &cidos nucléicos e
nos mecanismos de traducdo. A degradacédo de
proteinas era uma area ndo muito apreciada,
embora ja se tivesse conhecimento da renovacéo
protéica, onde proteinas poderiam apresentar
tempo de meia-vida variando entre poucos
minutos até varios dias. Mesmo a descoberta do
lisossomo, por Christan de Duve, nao
proporcionou alteracdes nesse quadro, pois se
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tornou claro que esta organela estava envolvida
principalmente na degradacdo de proteinas
extracelulares, e desta forma suas proteases néo
poderiam ser especificas ao substrato (GLIKMAM
& CIECHANOVER, 2002). A descoberta da
ubiquitinacdo de substratos protéicos e do sistema
proteassoma 26S deu inicio a novas e importantes
perspectivas sobre os mecanismos de protedlise e
sua importancia para o desenvolvimento celular
(CASTRO-BORGES,W, et al, 2007).

Os dados apresentados neste trabalho
demonstram a presenca do complexo regulatério
19S, em moluscos da espécie B. glabrata. Esses
achados refletem a importancia do proteassoma
26S na protedlise celular, pois esta estrutura
catalitica € encontrada desde organismos
inferiores, com as arquebactérias, até superiores,
como os mamiferos (Glickman, M.A, et al., 2005).
Embora as sequéncias avaliadas ndo estejam
completas, a predicdo de seus aminoacidos
demonstrou a presenca de uma matriz de leitura
aberta, tanto para BgRpn1, quanto para BgRPNZ2,
0 que nos possibilitou a busca de homologia e a
confirmacdo de serem subunidades RPN do
complexo proteolitico proteassoma 26S de B.
glabrata.

As analises de homologia entre as
sequéncias parciais preditas de aminoacidos de B.
glabrata e S. mansoni, para as subunidades RPN1
e RPN2 foram de 51 e 27% respectivamente. Este
fato esta relacionado a presenga dos dominios
caracteristicos para as subunidades RPN, que
mesmo pertencentes a mesma familia protéica
possuem diferencas entre si. O que pode ser
observado quando comparamos as sequéncias
BgRPN1 e BgRPN2 de B. glabrata, onde a
identidade foi de apenas 3%.

Concluséao

A presenca de subunidades RPNs em B.
glabrata, indica a presenca da estrutura catalitica
proteassoma 26S, nesse organismo. O que nos
permite inferir, que as funcdes desempenhadas
por esse complexo proteolitico também sé&o
importantes para o desenvolvimento dessa
espécie.
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