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RESUMO

As doencas parasitarias sdo uma das principais causas de morte no mundo,
com destaque para as parasitoses intestinais causadas por helmintos. O canal de
calcio CRAC (calcium release-activated calcium channel) ainda é inexplorado na
maioria dos parasitas helmintos. Buscamos neste trabalho caracterizar o canal
CRAC de Ascaris lumbricoides. Uma isoforma de cada uma das proteinas STIM e
Orai foi identificada neste parasito e andlises bioinformaticas revelaram a
conservacao de dominios importantes, como o dominio EF-SAM em STIM e regides
transmembranares em Orai. A clonagem dessas proteinas em vetores de expressao
permitiu sua expressao em células de mamiferos para estudos funcionais. Orai de A.
lumbricoides (AlOrai) apresentou localizacdo na membrana plasmatica (MP) de
células HEK293, conforme observado para as ortélogas humanas. A expressao de
STIM de A. lumbricoides (AISTIM), entretanto, ndo se mostrou adequada para a
realizagcdo de estudos funcionais, com baixos niveis de expressdo e alteracdo na
morfologia celular. A coexpressdo de STIM humana (HsSTIM) e AlOrai apresentou
a localizacdo subcelular esperada (HsSTIM no RE e AlOrai na MP) e mediante
estimulo das células com tapsigargina, HSSTIM foi capaz de induzir a formacéo de
puncta em AlQOrai, indicando a funcionalidade do canal CRAC de A. lumbricoides. O
dominio EF-SAM de AISTIM foi expresso e purificado em bactérias de forma a
investigar se essa proteina poderia funcionar como um sensor de calcio. Os
espectros de dicroismo circular revelaram uma estrutura secundaria rica em a-
hélices. A estabilidade térmica de AISTIM EF-SAM foi monitorada na presenca e
auséncia de Ca?' e pudemos observar um grande aumento de estabilidade na
presenca do ligante, com um aumento de quase 20 °C no Tm, semelhante ao
observado para o0 ortélogo humano de STIM, indicando que esse dominio pode
funcionar como um sensor de calcio funcional em Ascaris lumbricoides. Desta forma,
uma caracterizacao inicial do canal CRAC de A. lumbricoides foi realizada através
da expressado de suas proteinas em células de mamiferos e em bactérias. Estudos
futuros sdo necessarios para que informacfes sobre 0 mecanismo de ativacdo do

canal CRAC de A. lumbricoides seja melhor compreendido.

Palavras-chave: Canais de célcio, STIM, Orai, Proteinas ligantes ao célcio.



ABSTRACT

Parasitic diseases are one of the leading causes of death worldwide,
particularly intestinal parasitosis caused by helminths. The calcium release-activated
calcium channel (CRAC) remains largely unexplored in most helminth parasites. In
this study, we aimed to characterize the CRAC channel from Ascaris lumbricoides.
One isoform of each, STIM and Orai proteins were identified in this parasite, and
bioinformatics analyses revealed the conservation of important domains, such as the
EF-SAM domain in STIM and transmembrane regions in Orai. Cloning of these
proteins into expression vectors allowed their expression in mammalian cells for
functional studies. Ascaris lumbricoides Orai (AlOrai) showed localization in the
plasma membrane (PM) of HEK293 cells, as observed for human orthologs.
However, the expression of Ascaris lumbricoides STIM (AISTIM) was not adequate
for functional studies, showing low expression levels and alteration in cell
morphology. Co-expression of human STIM (HsSTIM) and AlOrai showed the
expected subcellular localization (HsSTIM in the ER and AlOrai in the PM), and upon
cell stimulation with thapsigargin, HsSTIM induced the formation of puncta in AlOrai,
indicating the functionality of the CRAC channel of A. lumbricoides. The EF-SAM
domain of AISTIM was expressed and purified in bacteria to investigate if this protein
could function as a calcium sensor. Circular dichroism spectra revealed a secondary
structure rich in a-helices. The thermal stability of AISTIM EF-SAM was monitored in
the presence and absence of Ca?*, showing a significant increase in stability in the
presence of the ligand, with an increase of almost 20 °C in the Tm, similar to that
observed for the human ortholog of STIM, indicating that this domain may function as
a functional calcium sensor in Ascaris lumbricoides. Thus, an initial characterization
of the CRAC channel of A. lumbricoides was performed by expressing its proteins in
mammalian cells and bacteria. Further studies are needed to better understand the

mechanism of activation of the CRAC channel from A. lumbricoides.

Keywords: Calcium channels, STIM, Orai, Calcium-binding proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 Enteroparasitoses

As infecgdes por parasitos intestinais da classe dos helmintos, conhecidas como
enteroparasitoses, apresentam-se no intestino e podem levar a diversas patologias,
como anemia e desnutricdo, clinicamente, essas doencas causam perda de apetite,
ma absorc¢éo intestinal, danos a mucosa intestinal. A anemia representa uma das
consequéncias mais graves da doenca relacionada aos parasitos intestinais pois,
pode afetar gravemente os individuos, levando-os a obito. (Pereira et. al., 2020).
Essas enfermidades séo frequentemente causadas por altas cargas parasitarias nos
individuos, bem como por reinfec¢des recorrentes (Lagatie et. al, 2020).

As enteroparasitoses sao consideradas um sério problema socioecondmico,
afetando principalmente regides em desenvolvimento. Isso esta associado a falta de
saneamento basico e higiene pessoal adequada, fatores que contribuem para a
disseminacdo dos parasitas entre a populacdo e permitem a manutencédo do ciclo
biologico desses organismos (Siqueira, 2019).

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), 24% da populacao
mundial esta infectada com parasitos helmintos transmitidos pelo solo. As
enteroparasitoses causadas por helmintos representam um problema de saude
publica mundial sendo responsaveis por altos indices de mortalidade, principalmente
em paises em desenvolvimento, onde uma parte da populacdo carece de
saneamento basico. Além disso, a reinfeccdo € frequente em pessoas que residem
ou retornam a areas endémicas. Embora medicamentos seguros e eficazes estejam
disponiveis gratuitamente em paises endémicos, apenas metade das criancas em
risco recebe tratamento. Um terco da populacdo das cidades desses paises vive em
condi¢cBes ambientais favoraveis a propagacao de infec¢des parasitarias (Andrade et
al. 2017), sendo indicadores de pobreza e desigualdades na area da saude
(Cardona-Arias, 2018).

As infeccbes parasitarias podem ser transmitidas através do consumo de agua
e/ou alimentos contaminados com matéria fecal, penetracdo intradérmica, de
individuo para individuo ou de animais para o homem (OMS, 2019). A contaminacao
de espacgos publicos € um importante fator que contribui para a morbidade

relacionada as enteroparasitoses, especialmente aquelas de perfil zoondético, devido
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a presenca frequente de animais nesses ambientes. Varios patdégenos, como
helmintos e protozoéarios, podem parasitar animais, que, ao defecarem no solo,
podem contaminar o ambiente e eventualmente levar a infeccdo humana (Jacinto,
2020).

As parasitoses intestinais podem afetar pessoas de todas as idades, a
prevaléncia dessas infeccbes € especialmente comum em criangcas na pré-escola e
no ensino fundamental. Nesses estagios, as criancas geralmente ndo praticam uma
higiene adequada das méaos, o que favorece a constante transmissédo (Bethony et
al.,, 2006). Diversas pesquisas indicam que essas infecgbes durante a infancia
podem comprometer o desenvolvimento fisico e intelectual das criangas (Da Silva et
al., 2021). Durante o periodo de contaminacdo ou evolucdo da doenca, € comum
gue essas criancas precisem ficar em casa por um longo tempo até se recuperarem.
Essa auséncia prolongada pode impactar negativamente o seu desenvolvimento
educacional e social (Ministério da Saude, 2018).

As infeccdes causadas por helmintos resultam em centenas de mortes evitaveis a
cada ano e sdo consideradas um dos problemas de saude publica mais recorrentes
em todo o mundo. Embora ndo sejam oficialmente designadas como doencas de
notificacdo compulsoéria, afetam cerca de 3,5 bilhdes de pessoas globalmente.
Dentre as espécies que mais acometem os individuos, destacam-se Ascaris
lumbricoides, Ancylostoma spp e Trichuris trichiura, os quais infectam
aproximadamente 1.450 milhdo, 1.300 milhdo e 1.050 milh de pessoas no planeta,
respectivamente (Almeida, 2019).

Além dos efeitos patologicos diretos da parasitose, a falta de um ou mais
nutrientes ou a ma assimilacdo dos alimentos aumenta a probabilidade de morte,
reduz o desenvolvimento cognitivo e pode causar danos irreversiveis a saude,
devido aos seus efeitos prejudiciais no desenvolvimento biofisico do hospedeiro
(Soares et al., 2020).

A OMS tem enfatizado que o controle das parasitoses intestinais deve ser
alcancado através da implementacdo de estratégias quimioterapéuticas adequadas
para a populacdo-alvo, bem como do estabelecimento de um monitoramento de

rotina e controle efetivo da dinamica da infec¢do (OMS, 2017).
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1.2 Helmintos Transmitidos Pelo Solo

Existem dois grandes grupos de helmintos, que sao classificados em filos
distintos: Nematelmintos e Platelmintos. O primeiro grupo consiste em vermes que
possuem um corpo cilindrico, enquanto o segundo grupo € composto por vermes de
corpo achatado dorso-ventralmente, apresentando vida livre ou parasitaria. Trés
classes de parasitas se destacam entre os helmintos: Nematoda, Cestoda e
Trematoda (Amarante et al., 2014).

Apesar de cada espécie de helminto apresentar caracteristicas especificas, as
helmintiases sdo agrupadas conjuntamente para fins de controle devido a
similaridades na endemicidade geografica, grupos de risco afetados, tratamento com
0s mesmos medicamentos, utilizacdo das mesmas ferramentas de diagnostico e
mecanismo semelhante de impacto negativo na saude humana, associado a
intensidade da infeccdo (OMS, 2017).

As geo-helmintiases sdo doencas parasitarias amplamente distribuidas em todas
as regides do mundo, especialmente em areas onde as populacdes vivem em
condicles precarias de servicos basicos de saude e saneamento. No Brasil, os geo-
helmintos sdo encontrados em todo o pais, com maior incidéncia nas zonas rurais e
periferias dos centros urbanos, onde o saneamento basico € precario e o
conhecimento sobre transmisséo e prevencao é limitado (Brasil, 2010).

A transmissao de helmintos ocorre principalmente através da contaminacédo do
solo, sendo essa a forma mais comum de infeccdo. Eles podem apresentar trés
formas morfologicas basicas: ovos, larvas e vermes adultos. Os ovos séo produzidos
a partir da fertilizacdo de gametas femininos e variam em tamanho e formato e
possuem uma notavel capacidade de sobrevivéncia, permanecendo viaveis por
meses e até anos (Providelo, 2019). Essa resisténcia dos ovos € atribuida a uma
caracteristica peculiar: geralmente sdo recobertos por uma casca externa
albuminosa espessa, uma camada intermediaria também espessa e uma membrana
vitelina interna pouco permeavel, o que torna esses ovos extremamente resistentes
no ambiente externo. E importante observar que em alguns ovos férteis, conhecidos
como decorticados, a camada albuminosa pode estar ausente, o que pode afetar

sua viabilidade e resisténcia (Melo et al., 2015).
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As larvas, em ambientes adequados, se desenvolvem no interior dos ovos,
emergem (eclodem dos ovos) e continuam a amadurecer. Essas larvas séao
delgadas e longas. A medida que crescem, completam o processo de maturagao,
resultando na formacdo dos vermes adultos. As fémeas adultas geralmente sao
maiores do que os machos. Ambos 0s sexos possuem sistemas digestivo e
reprodutivo completos. As caracteristicas especificas variam de acordo com cada
espécie de helminto (Zeibing, 2014).

Para que ocorra a infeccdo parasitaria, € essencial que as condi¢cdes sejam
favoraveis ao parasito (Cardoso, 2017). Diversos fatores podem influenciar
positivamente o desenvolvimento de infeccdes parasitarias, como o estado do
sistema imunolégico do hospedeiro, as condi¢cdes precarias de saneamento e
habitacdo, a alta taxa de migracéo, a destruicdo do ecossistema e mudancas nos
habitos de vida (Simdes et al., 2015).

Aléem disso, é importante destacar que algumas espécies de parasitos estao
restritas a determinadas regides, sendo necessario que a triade composta pelo
"parasito, hospedeiro e meio ambiente" esteja favoravel para que ocorra a infecgcao
parasitaria (Simdes, 2015). Ou seja, € preciso que as condicbes sejam propicias
tanto para a presenca do parasito quanto para a vulnerabilidade do hospedeiro, bem
como para o ambiente em que a interacdo ocorre, a fim de que a infeccdo seja
estabelecida. O solo € essencial no ciclo de vida dos geo-helmintos, pois 0s ovos
requerem incubacdo em um ambiente quente e Umido para se tornarem infectantes.
(Frei, 2008).

As infeccBes por geo-helmintos séo atribuidas principalmente aos seus efeitos
cronicos e insidiosos na saude e qualidade de vida, uma vez que a morbidade é
significativamente elevada em casos de infec¢des intensas (Johnston et al., 2015).

Nos paises em desenvolvimento, a qualidade da salde da populacdo, sua
prevencdo e manutencao sdo desafios significativos. A implementacdo de medidas
como saneamento basico, acesso adequado a agua e praticas de higiene regulares
tém se mostrado altamente eficazes na prevencdo de doencas parasitarias e na
promocdo da saude. No entanto, com o continuo aumento da populacdo mundial,
gue ultrapassa 7,9 bilhdes de habitantes, esses problemas tendem a se agravar
(Wolf et al., 2018).

Essa distribuicdo populacional (figura 1), em diferentes continentes cria desafios

Unicos para a saude publica e requer abordagens adaptadas as realidades
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regionais. O gerenciamento da saude nessas regides em desenvolvimento exige a
implementacdo de estratégias inovadoras e sustentaveis, bem como a cooperagéo
internacional para enfrentar os problemas em escala global. O foco continuo na
prevencdo de doengas, educacdo em saude e investimentos em infraestrutura
sanitaria sdo cruciais para melhorar a saude e o bem-estar das populacdes nessas
regides (OMS, 2017).

Figura 1 - Distribuicdo geografica representativa das areas endémicas para geo-
helmintos no mundo. A legenda indica o nimero de pessoas, em milhdes, que
residem em regiées endémicas para os geo-helmintos.

Fonte: https://apps.who.int/neglected diseases/ntddata/sth/sth.html

1.2.1. Nematédeos

O filo Nematoda é um dos taxons mais diversos do reino animal, eles estdo
entre 0s metazoarios mais amplamente distribuidos e abundantes na Terra
(Ruppert et al., 2005). Esse filo engloba 3 classes, 31 ordens, 267 familias, 2.829
géneros e 24.783 espécies (Zhang et al., 2011), o que o torna diversificado e
variado em termos de suas caracteristicas e adaptacdes evolutivas (Neto, 2017).

Os nematédeos representam uma grande diversidade biolégica que
desempenha um papel significativo nos ecossistemas terrestres e aquaticos,
mostrando-se como um grupo de animais amplamente distribuido e bem-sucedido
em diversas condicdes ambientais (Blaxter et al., 2015). Possuem um corpo

cilindrico e alongado, ndo segmentado, com simetria bilateral e extremidades
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afiladas. O tamanho do corpo varia de 1 mm a mais de 1 m de comprimento
(Geraert et al., 2019).

Esses organismos possuem a superficie do corpo coberta por uma cuticula,
uma camada externa secretada pela hipoderme subjacente. Durante o
crescimento e maturacdo, essa cuticula sofre mudas periddicas, de forma
semelhante ao que ocorre em artrépodes, sendo trocada pelo menos quatro
vezes ao longo da vida dos nematddeos (Vicente et al., 1985). Essa cuticula
desempenha um papel essencial na protecdo e suporte estrutural do corpo do
nematoide (Zhang et al., 2011).

Os nematddeos possuem um sistema digestivo completo, compreendendo a
boca, cavidade bucal, esbfago, intestino e &anus. Quanto a coloracdo, os
individuos podem ser observados a olho nu e apresentam uma tonalidade branco-
avermelhada ou séo translucidos (Moravec et al., 1998).

O dimorfismo sexual que eles apresentam é caracterizado pela diferenca na
cauda entre fémeas e machos. As fémeas possuem uma cauda simples,
enquanto os machos tém a cauda recurvada ou espiralada, também sao
tipicamente menores em tamanho. Essas caracteristicas especificas sao
essenciais para a identificacdo e classificacdo de nematoides, 0 que permite a
compreensao da diversidade e as caracteristicas Unicas dessa importante classe

de organismos (Geraert et al., 2019).

1.2.2. Ascaris lumbricoides

O nematdide Ascaris lumbricoides (Figura 2) vive no intestino delgado de
seus hospedeiros € um dos vermes mais prevalentes em seres humanos, sendo
classificado como cosmopolita, pode ser encontrado praticamente em qualquer lugar
do mundo, de preferéncia em solos argilosos Umidos e arenosos (Jourdan et al.,
2018).

A transmissdo de A. lumbricoides ocorre principalmente pela ingestdo de
agua ou alimentos contaminados com ovos férteis do parasito. Muitas vezes, a agua
utilizada para irrigacado de hortas, lavagem de frutas e verduras esta contaminada,
resultando na contaminacdo desses alimentos com ovos vidveis do parasito. Além
disso, a poeira, aves e insetos podem atuar como veiculos mecanicos,

transportando os ovos de A. lumbricoides (Braga et al., 2007).
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Figura 2 - Dois representantes adultos de A. lumbricoides.
Fonte: Santos, 2022.

A ascaridiase em humanos, doenca parasitaria causada por A. lumbricoides &
comum em paises que carecem de saneamento basico adequado e higiene pessoal.
Pessoas afetadas podem apresentar determinados sintomas, dependendo do 6rgéo
atingido e severidade da infeccdo, como dor abdominal, diarreia e nausea, bloqueio
mecanico do intestino delgado, principalmente em criancas, ou seja, O
funcionamento natural do intestino € alterado (Melo et al., 2004). Em infeccdes
macicas, podem aparecer casos de deficiéncia nutricional e cognitiva, nas vias
respiratérias, pode apresentar broncoespasmo, hemoptise e pneumonite,
caracterizando a sindrome de Léefler, que cursa com eosinofilia importante (Teixeira
et al., 2019).

A infeccéo por A. lumbricoides comeca com a ingestao dos ovos presentes no
ambiente, passa pelo desenvolvimento das larvas até se tornarem vermes adultos
no intestino delgado e, finalmente, os ovos produzidos pelos vermes adultos séo
eliminados nas fezes do hospedeiro. O diagndstico para ascaridiase é realizado pela
microscopia oOptica (Leles et al. 2012). E importante manter praticas adequadas de
higiene, tratamento de agua e manipulacdo de alimentos para prevenir a

transmissao desses parasitos (Evangelista, 2020).
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Figura 3 - Ciclo bioldgico do A. lumbricoides.
Fonte: Alves, 2014.

O parasito A. lumbricoides € considerado um representante importante para
pesquisas bioquimicas e genémicas devido ao seu grande tamanho na fase adulta,
em meédia de 30 cm para fémeas e 15 cm para machos, também devido a sua
grande producéo de ovos. Isso permite o facil isolamento de grande quantidade de
material em diferentes estagios de desenvolvimento, incluindo varios tecidos
germinativos e somaticos. Sao sexualmente dimodrficos, com tratos reprodutivos
masculinos e femininos com cerca de 1 a 2 m de comprimento quando totalmente
estendidos (Wang et al., 2020).

As infeccBes parasitarias intestinais por A. lumbricoides estdo distribuidas
potencialmente em todo o mundo, tendo altas taxas de prevaléncia em partes
tropicais e subtropicais, infectando em torno de 5% das criancas em idade escolar,
estima-se que no mundo 320 milhdes de pessoas estdo contaminadas por A.
lumbricoides (Maia et al.,, 2015). A ascaridiase continua sendo uma doenca
negligenciada, apesar de sua distribuicdo global e do alto nimero de individuos
infectados. Os ultimos relatérios globais demonstram um aumento na distribuicdo de
medicamentos para controle de geo-helmintos, como A. lumbricoides, tal fato

acentua o risco de resisténcia anti-helmintica (Kriicken et al., 2017).
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Figura 4 - Distribuicdo mundial da ascaridiase humana.
Fonte: Cavallero et al. 2013.

1.2.3 Tratamento e Prevencao da Ascaridiase

A média de cura com terapia anti-helmintica é superior a 95 %. A maioria dos
pacientes tratados em areas endémicas torna-se reinfectada em poucos meses (de
Andrade Junior et al., 2020). A terapia anti-helmintica remove os vermes adultos do
trato gastrointestinal, reduzindo a morbidade (doenca) e a transmissdo de
infeccbes. (Conterno et al., 2020).

Os medicamentos anti-helminticos recomendados para o0 controle e
eliminacdo da infeccdo incluem o0s medicamentos benzimidazoéis, ou
seja, albendazol e o mebendazol, que agem interferindo no sistema microtubular do
parasito (Utzinger, 2004). Esses medicamentos sdo amplamente reconhecidos como
0s principais tratamentos para lombrigas e possuem varias vantagens, como serem
de baixo custo, seguros e de facil administracdo. Uma das principais vantagens é
gue ndo € necessario pesar as criancas, pois a dosagem é a mesma tanto para elas
guanto para os adultos ( Lubis et al., 2012).

O Albendazol € um medicamento do grupo dos benzimidazéis com amplo
espectro antiparasitario, especialmente eficaz contra o A. lumbricoides (Sawaros,
1999). A dose Unica de 400 mg demonstra alta eficacia no tratamento da
ascaridiase, com niveis de cura e reducdo de ovos de até 100%. Uma vantagem

adicional é seu efeito ovicida, que atua de duas maneiras (Paul et al., 1999).


https://www.cochranelibrary.com/cdsr/doi/10.1002/14651858.CD010599.pub2/references#CD010599-bbs2-0222
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Primeiramente, ele se liga seletivamente as tubulinas, inibindo a tubulina-
polimerase e prevenindo a formacao de microtibulos, o que impede a divisao celular
do parasita. Além disso, o Albendazol impede a captacdo de glicose, inibindo a
formacdo de ATP, que é uma fonte de energia essencial para o verme (Willians et
al., 2003). Importante destacar que o Albendazol tem baixa absorcdo pelo
hospedeiro, agindo diretamente no trato gastrointestinal. A fracdo absorvida é
metabolizada no figado e possui uma meia-vida de aproximadamente 9 horas.
Posteriormente, é excretado com a bile pelos rins (Belizario et al., 2003).

Ap6s a administracdo de uma Unica dose, é relatado que entre 92% e 100%
dos casos apresentam niveis de cura e reducdo da taxa de ovos. O Albendazol é
uma opcao altamente eficaz e segura para o tratamento da ascaridiase (da Silva
Costa et al., 2021).

O Mebendazol é outro derivado dos benzimidazois, apresentando uma efetiva
atividade anti-helmintica. Uma dose unica oral de 500 mg é altamente eficaz contra
a ascaridiase. Em casos refratarios, o niamero de ovos de Ascaris nas fezes é
significativamente reduzido, resultando em poucos ovos no ambiente (Evans et
al.,1987). Por isso, o0 Mebendazol € amplamente utilizado tanto em tratamentos em
massa quanto em tratamentos individuais nos programas de controle.

O mecanismo de acdo do Mebendazol é semelhante ao descrito para o
Albendazol. A absorcdo do farmaco € limitada, mas pode ser aumentada com a
ingestdo de alimentos gordurosos. A metabolizacdo do Mebendazol ocorre
principalmente no figado, e sua excrecao pode ocorrer através da bile e da urina. Os
metabolitos né@o possuem atividade antiparasitaria. A maior parte dessas
substancias é excretada nas fezes inalterada, o que explica uma boa atividade
contra os helmintos intestinais (Albonico, 2003).

Em paises endémicos, esses medicamentos sdo doados aos ministérios da
saude nacionais pela OMS para o tratamento de criancas em idade escolar (OMS
2017).

Teoricamente ha resisténcia emergente de helmintos ao Albendazol e
Mebendazol isso pode ser uma das razdes para as taxas de cura relativamente
baixas encontradas em diversos estudos. Ao longo de todo o mundo existem relatos
de resisténcia de nematdides a derivados de benzimidazéis (BZ), em humanos (Mc
Mahon et al., 2013).
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Muitos dos programas globais para a eliminacdo da ascaridiase dependem do
uso de anti-helminticos do grupo dos benzimidazdis (BZ) e isso pode aumentar a
pressdo para o0 desenvolvimento de resisténcia a esses anti-helminticos em
nematoéides parasitas de seres humanos (Lamberton et al., 2015).

E fundamental realizar o monitoramento da resisténcia anti-helmintica nesses
programas de controle de parasitas nematéides em seres humanos. Para isso, €
necessario desenvolver novas ferramentas que tornem esse monitoramento mais
sensivel, econémico e pratico. Uma abordagem promissora é o uso de marcadores
baseados em DNA para detectar a resisténcia aos benzimidazoéis (BZ) em parasitas
nematoides de seres humanos (Legesse et al., 2004).

Ha grupos de estudos que buscam entender os mecanismos moleculares e a
genética da resisténcia a BZ em alguns parasitas nematoides humanos. Com base
na probabilidade de que polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) semelhantes
estejam envolvidos na resisténcia a BZ em humanos, é possivel desenvolver
técnicas de deteccdo baseadas em DNA para avaliar a resisténcia em populacdes
de parasitas nematéides humanos, auxiliando na identificacdo e manejo eficaz
dessa resisténcia (Prichard, 2007).

Diversas medidas de prevencao podem ser implementadas, até mesmo politicas
publicas, objetivando diminuir a prevaléncia, a intensidade e a gravidade, reduzindo
0S niveis a numeros significantes. O processo é relativamente lento, gera altos
investimentos e acaba nao sendo utilizado com o tempo (Gross e Silva, 2016).

Desta maneira, a busca por novos alvos moleculares para combater a ascaridiase
e outras parasitores se torna essencial. O ion Ca?* é um elemento essencial para
inimeros processos celulares, agindo em processos de sinalizacdo que controlam a
expressao génica, divisdo celular e crescimento, contracdo muscular, transmissao
neuronal, entre outros (Clapham, 2007; Nawaratna et al.,, 2018). Devido a sua
ligacdo com diferentes proteinas, Ca?* é capaz de induzir mudancas
conformacionais que permitem a ativacdo ou inibicdo de enzimas, canais i6nicos,
transportadores, ou tampdes Ca?*. Desta maneira, canais de célcio representam
alvos terapéuticos atrativos contra organismos patogénicos, muitos agentes

antiparasitarios alteram a homeostase de calcio (Prole et al., 2011).
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1.3 Canal de Calcio CRAC

O canal CRAC foi inicialmente caracterizado eletrofisiologicamente em células T e
mastacitos por Lewis e Cahalan em 1989. As caracteristicas fundamentais do canal
CRAC incluem a ativacdo em resposta a reducdo da concentracdo de Ca?* no
reticulo endoplasmatico (ER) e uma notavel seletividade para o ion Ca?* em
condicdes fisiologicas (Lewis e Cahalan, 1989).

Esse canal apresenta uma pequena corrente unitaria, aproximadamente estimada
em 6 fA em solucao fisiologica normal a -110 mV (Prakriya e Lewis, 2006), o que
sugere a existéncia de uma barreira energética para a passagem de ions através do
poro. Essa barreira pode ser atribuida, em parte, a uma restri¢éo fisica resultante do
diametro estreito dos poros, que é inferido ser de cerca de 0,39 nm, com base na
permeacao de cations organicos na auséncia de Ca?* (Bakowski e Parekh, 2002).

Até recentemente, os inibidores seletivos do canal CRAC nédo estavam
disponiveis (Prakriya e Lewis, 2015). No entanto, o perfil classico do canal CRAC
inclui o bloqueio em resposta a baixas concentracbes de lantanideos (Hoth e
Penner, 1993; Ross e Cahalan, 1995; Aussel et al., 1996) e aumento da corrente em
resposta a baixas concentracdes e bloqueio em resposta a altas concentracdes de
borato de 2-aminoetoxidifenil (2-APB) (Prakriya e Lewis, 2001).

A corrente CRAC foi inicialmente observada eletrofisiologicamente em células T e
mastocitos, mas estudos posteriores tém demonstrado sua presenca em outras
células (Parekh e Putney, 2005). Essas observacdes dispersas antecipam a ampla
distribuicdo tecidual das proteinas Orai e 0 seu papel fisiolégico crucial em diversos
tecidos, desde a pele até o epitélio secretor e o musculo (Davis et al., 2015;

Concepcion et al., 2016).

1.3.1 Mecanismo Geral do Canal CRAC

A via de célcio SOCE (Store operated calcium entry) € mediada pelo canal CRAC,
a entrada de Ca?* por esta via € um mecanismo crucial que controla uma variedade
diversificada de vias de sinalizacdo e € essencial para praticamente todos o0s
eucariotos (Prakriya e Lewis, 2015; Amcheslavsky et al., 2015).

A ativacdo de Orai (proteina formadora do canal de Ca?'da membrana

plasmatica) é mediada pela molécula de interagdo estromal (STIM), uma proteina


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/stromal-interaction-molecule-1
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/integral-membrane-proteins
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de membrana integral do RE com um motivo EF-hand no lado luminal (Ross J. et al.,
2005). A diminuicdo nos niveis de Ca?* do RE causa a dissociacdo de
Ca?*do motivo Ef-hand, a oligomerizacdo das proteinas STIM e a translocacéo para
as juncdes do RE com a membrana plasmética, onde se ligam e ativam os canais
Orai (Hogan et al., 2015).

Os complexos Orai/STIM podem ser observados ao microscopio como pontos
distintos (puncta). Mutacdes em Orai e STIM podem causar disturbios imunologicos,
fraqueza muscular e displasias ectodérmicas, ressaltando suas importantes funcdes

fisiolégicas (Lacruz et al.,2015).

Inactive ORAI1 Activated ORAI1
Recruitment of ORAI1 into puncta Ca2*
Extracellular [Ca®*]: 10° M
D R R e e R AR R AR AR KRR AALRRRLLER
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Figura 5 - Modelo de ativacdo do STIM e acoplamento & Orai. Este modelo enfatiza as
interacdes de dominio mediando o acoplamento entre STIM e Orai. A esquerda, em
condicGes de estado de repouso em que os depoésitos de Ca?" estdo completos, STIM
permanece em uma conformagdo compacta. O blogueio intramolecular envolve pontes de
hidrogénio entre uma hélice inibitéria (azul) na extremidade C-terminal da primeira espiral
com a regido CAD/SOAR. A deplecédo de calcio promove uma mudanga conformacional em
STIM, para uma conformacdo mais estendida, que interage com Orai na membrana
plasmatica e ativa o canal.

Fonte Imagem: Ma et al., 2015.
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1.3.2 Proteina Transmembrana Orai

A proteina Orai é um importante componente dos canais de calcio ativados por
deplecéo do ion (CRACS), atuando como sua subunidade principal (Prakriya, 2015).
Orai é uma proteina transmembranar de quatro hélices presente na membrana
plasmatica, que forma um poro iénico responsavel pela entrada de Ca?* nas células
apos ativacao (Feske et al., 2015). Diversas mutacdes na proteina Orail foram
mapeadas e interferiram em sua capacidade de formar poros funcionais, destacando
seu papel estrutural nesses canais (Vogel et al., 2016).

A arquitetura dos poros do canal Orai, demonstram que a estrutura de Orai
hexamérica (Figura 6), essa informacéao foi revisada por Amcheslavsky et al. (2015),
ja que estudos com concatémeros de Orail e experimentos de fluorescéncia de
molécula Unica sugeriram anteriormente que o canal era um tetramero. No entanto,
a conclusao de que Orai € um hexamero foi reforcada pela determinacdo da massa
molecular do complexo do canal purificado, por cristalografia de raios X, crosslinking
e espalhamento de luz (Hou et al., 2012).

A ativacdo da proteina Orai ocorre por intermédio da interacdo fisica com a
proteina STIM apdés a deteccdo de reducdo dos niveis de Ca?" no reticulo
endoplasmatico (Soboloff et al., 2012). Tal associacdo promove a redistribuicdo e
agrupamento de Orai na membrana plasmatica, permitindo a formacédo do poro de
CRAC e subsequente influxo i6nico (Park et al.,, 2010). Processos celulares
fundamentais como contragéo, secrecéo e transducéo de sinal dependem do correto
funcionamento dos CRACs mediado pela proteina Orai (Prakriya, 2006). Seu papel
nos canais ativados por deplecdo de calcio destaca a importancia da Orai para
funcdes de diversas células, como neurdnios e linfocitos (Feske, 2015).

O gating do canal depende de uma interacao direta entre os canais Orail e STIM
(Gudlur et al. 2013). Essa interacdo inicial em células, que recruta Orai para as
juncdes, requer as regides citoplasmaticas C-terminais de Orai (Li et al. 2007).
Acredita-se que regido N-terminal de Orai é de extrema importancia para a ativacao
do canal dependente de STIM (Li et al., 2007; McNally et al., 2013; Derler et al.,
2013; Zheng et al., 2013; Palty e Isacoff, 2016). As caracteristicas exatas da
interagcdo entre STIM e Orai ainda ndo estdo completamente esclarecidas e
continuam sendo o foco principal de muitos laboratérios de pesquisa (Prakriya e
Lewis, 2015; Amcheslavsky et al., 2015; Shim et al., 2015; Derler et al., 2016).
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Diversos estudos contribuiram para o entendimento da estequiometria da
interacdo entre STIM1 e Orai por meio de abordagens combinadas, como por
exemplo as analises de Yen, 2019 e colaboradores. Analises bioguimicas revelaram
que cada molécula de STIM1 liga-se a trés moléculas de Orai apds deplecdo do
Ca?* do RE (Luik et al., 2008). Experimentos com proteinas de fusdo fluorescentes
STIM1 e Orai marcadas com diferentes cores mostraram que estas formam
agregados contendo aproximadamente trés unidades de Orai por dominio de
ativacdo do célcio de STIM1 (Zheng et al.,, 2011). Estudos eletrofisiol6gicos
utilizando canais Orai mutantes demonstraram que os poros de CRAC formam
oligbmeros contendo entre dois e quatro subunidades Orai (Sanchez-Vazquez et al.,
2023).

Pesquisas combinando cristalografia de raios X e mutagénese direcionada
esclareceram que o dominio de ativacdo do calcio de STIM1 pode ligar-se a trés
mondmeros de Orai simultaneamente (Stathopulos et al., 2017). Diversas
abordagens contribuiram para o atual modelo de que STIM1 recruta e ativa canais
CRAC formados por oligdmeros contendo trés moléculas de Orai (Luik et al., 2008;
Zheng et al., 2011; Vazquez et al., 2013; Stathopulos et al., 2013).

O papel do Orai na regulacdo da entrada de Ca?* foi inicialmente identificado
através de experimentos de RNAi em células Drosophila S2 (Feske et al., 2006; Vig
et al., 2006a; Zhang et al., 2006). A descoberta foi associada ao mapeamento
genético da imunodeficiéncia combinada grave (SCID) em humanos, identificando o
gene Orail na regido do cromossomo humano 12. Portadores de SCID eram
heterozigotos para uma mutacdo R91W em Orail, enquanto pacientes SCID eram
homozigotos. A reconstituicdo de células T de um paciente SCID com Orail do tipo

selvagem restaurou a corrente CRAC. (Hogan et al., 2010; Feske et al., 2006).
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Figura 6 - Visdo geral estrutural do canal Orai: (a) Uma visdo em corte do modelo Orail
humano, gerado utilizando a estrutura de Drosophila Orai PDB:4HKR, destaca os principais
recursos do canal. As superficies correspondentes a E106 e D110 sdo sombreadas em
vermelho. O TM1-TM2 na por¢édo extracelular do canal € marcado aproximadamente por
linhas vermelhas, a estreita regido apolar por linhas brancas e a regido de extensao
citoplasmética TM1 por linhas azuis. Os residuos D110, E106, V102 e R91 sdo mostrados
na representacdo de bastdo. (b) Canal visto do lado extracelular. Cada subunidade do
hexémero é representada em uma cor diferente para destacar a organiza¢cao hexamérica do
canal.

Fonte: Gudlur e Hogan, 2017.

1.3.3 Proteina STIM

A proteina STIM desempenha um papel fundamental na regulacdo da entrada de
célcio nas células através dos canais CRAC (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005;
Zhang et al., 2005). Quando os niveis de Ca?* diminuem no interior do reticulo
endoplasmatico, STIM age como sensor desta deplecao (Liou et al., 2005; Roos et
al., 2005; Zhang et al., 2005). Nas concentracdes de repouso do Ca?* no reticulo
endoplasmatico (RE), as proteinas STIM ocorrem naturalmente como dimeros. Em
suas formas inativas, as porcées citosélicas C-terminais dessas proteinas se dobram
sobre si mesmas, ocultando o dominio de ligacdo Orail e impedindo o
aprisionamento dentro das jun¢des RE-MP (Muik et al., 2009; Covington et al., 2010;

Zhou et al., 2013). Quando ocorre uma diminuicdo na concentracdo de Ca?" no
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limen do RE, isso é reconhecido pelos dois dominios EF-hand de ligagdo de Ca?* N-
terminal localizados no interior do limen do RE.

Apbs a deplecédo transitéria de Ca?* no limen do reticulo endoplasmatico (RE),
ocorre uma significativa mudanca conformacional na proteina STIM. Nesse
processo, os terminais N luminais das proteinas diméricas se aproximam mais um
do outro. Essa alteragdo conformacional desencadeia o desdobramento e a
extensdo da porcao citosolica C-terminal da proteina STIM dimérica em dire¢do ao
citosol, permitindo que ela se associe ao complexo de membrana plasmatica (PM)
nas juncdes RE-MP (Ma et al., 2015) (Figura 7). Os terminais C das proteinas STIM
séo altamente conservados em uma regido conhecida como regido ativadora STIM-
Orai (SOAR; 344-442 em STIM1) (Yuan et al., 2009).

Existem variagOes ligeiramente estendidas da regido conhecida como regiao
ativadora STIM-Orai (SOAR), chamadas de dominio de ativacdo de canal (CAD)
(Park et al.,, 2009) e pequeno fragmento ativador de Orail (OASF) (Muik et al.,
2009). O dominio SOAR representa a menor unidade funcional proteica de STIM
capaz de ativar o canal CRAC mediado por Orail. Foi demonstrado que SOAR pode
ser expresso de forma isolada no citosol, ativando completamente Orail(Yuan et al.,
2009). Atraves de estudos cristalograficos de raios X com peptideos SOAR
purificados, revelou-se que essa unidade funcional existe como um dimero
altamente estruturado (Yang et al., 2012).

Cada mondémero SOAR é predominantemente constituido por estruturas
helicoidais, com quatro a-hélices centrais ou um total de oito a-hélices em um
dimero. Essa estrutura helicoidal central € altamente conservada no C-terminal
estendido do STIM1 e evidéncias empiricas sugerem que €é crucial para a formacao
de dimeros (Muik et al., 2009; Covington et al., 2010; Zhou et al., 2013; Yang et al.,
2012). O dominio SOAR exposto na proteina STIM1 ativada fica disponivel para se
ligar ao canal Orail na membrana plasmatica (MP). Essa ligacdo aos canais Orail
causa um aprisionamento transiente e a ativacdo dos canais nas juncdes RE-MP
(Zhou et al., 2013; Yang et al., 2012; Ma et al., 2015). O influxo de Ca?* através dos
canais Orail aprisionados nas juncdes RE-MP potencializa a desfosforilacdo do
fator de transcricdo NFAT induzida pela calcineurina, que regula a transcricdo de um
grande namero de genes em diversos tipos de células (Kar e Parekh, 2015; Zhou et
al., 2015).
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Figura 7 - Mecanismo de interacdo STIM1-Orail. Envolve uma forma inativa do dimero

STIM1 dobrada sobre si mesma, mantida por altas concentracGes de Ca?" no reticulo
endoplasmatico (RE) através da ligagdo ao dominio EF-hand do STIM. A forma fechada de
Orail pode se difundir livremente na membrana plasmatica (MP). Apo6s a deplecdo de Ca?*
no RE, as proteinas STIM se desdobram e se estendem, associando-se ao PM e ligando-se
diretamente ao Orail para permitir a entrada de Ca? em juncdes RE-MP. Segmentos
voltados para o citosol do STIM1, incluindo o dominio C-terminal rico em lisina (rico em K),
ligam-se a fosfolipidios no MP, e os dominios C-terminal flexiveis auxiliam na protecdo da
regido ativadora STIM-Orai (SOAR) durante condicbes de armazenamento repleto.
Segmentos luminais/intramembranosos incluem a regido transmembranar (TM) que
transmite mudancgas conformacionais induzidas pelo estéril-a-motif (SAM) e pelo dominio de
ligacdo de Ca?" (EF-hand).

Fonte: Nwokonko et al., 2017
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1.4 Canal CRAC em Helmintos

Nas ultimas décadas, estudos vém caracterizando cada vez mais detalhadamente
0s mecanismos moleculares associados ao canal CRAC em parasitos de relevancia
médica e veterindria. Isso inclui a identificacdo dos genes codificadores das
subunidades Orai e STIM, assim como a demonstracdo funcional destes canais em
diferentes espécies (Xu et al., 2007; Wang et al., 2019).

Em S. mansoni, parasita causador da esquistossomose, o canal CRAC foi
inicialmente analisado (Zeraik et al., artigo submetido). No entanto, em helmintos
como Ascaris lumbricoides, permanecem lacunas na caracterizagdo molecular e no
papel fisiologico desse canal relevante (Wang et al., 2019). Estudos em espécies
aparentadas sugerem a presenca conservada de elementos do CRAC, incluindo em
Caenorhabditis elegans (Strange et al., 2007).

O nematdide C. elegans € um dos modelos experimentais valiosos para a
compreensao molecular integrativa de processos fisiologicos, destacando-se
particularmente na caracterizacdo de mecanismos de sinalizacdo de Ca?*. Alguns
estudos se concentraram no papel do canal de Ca?* ativado pela liberacdo de Ca?*
(CRAC) nas funcdes da gbnada e do intestino do verme. A sinalizacdo oscilatoria de
Ca?*, dependente do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), regula a atividade contratil da
gbnada e a contracdo muscular ritmica da parede posterior do corpo (pBoc),
essenciais para a ovulacao e a defecacao (Lorin-Nebel et al., 2007).

O genoma de C. elegans contém um unico homologo de STIM1 e Orail, proteinas
essenciais para o funcionamento do canal CRAC em células de mamiferos e
Drosophila. STIM-1 e ORAI-1 de C. elegans sédo coexpressos nas gbnadas e no
intestino, gerando uma atividade robusta do canal CRAC quando coexpressos em
células HEK293. A supressdo de STIM-1 ou ORAI-1 resulta em esterilidade
completa, indicando que esses genes sdo componentes essenciais da sinalizacao
de Ca?* nas gonadas (Gao et al., 2009). A reducgédo de qualquer uma das proteinas
inibe drasticamente a atividade do canal CRAC em células intestinais, oscilacbes
intestinais de Ca?* no reticulo endoplasmatico (RE) (Strange et al., 2007). Estudos
sugerem que, embora a interacdo STIM-Orai tenha sido conservada de
invertebrados a mamiferos, o mecanismo de ativacdo para Orai evoluiu

consideravelmente (Kim et al., 2018).
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Portanto, em C. elegans, os canais CRAC néo tém papéis essenciais em todos os
processos de sinalizacdo dependentes de IP3. Ao invés disso, sugere-se que esses
canais desempenhem funcdes altamente especializadas e especificas das células,
possivelmente agindo como um mecanismo de contingéncia para evitar a deplecéo
de estoques de Ca?* em condicGes fisiopatoldgicas e de estresse (Lorin-Nebel et al.,
2007). Acredita-se que C. elegans expressa canais CRAC auténticos dependentes
de Orail e STIM1, indicando que esses canais surgiram precocemente na evolugao
animal. Os canais CRAC em C. elegans possivelmente atuam como um mecanismo
de protecéo contra a deplecéo de Ca?* em condigdes adversas (Kim et al., 2018).

Ainda ndo ha estudos sobre o canal CRAC em A. lumbricoides, porém, na
literatura encontramos um estudo sobre o helminto do género ascaris, 0 Ascaris
suum, cuja atencao foi direcionada ao ion célcio (Ca?*), especialmente em relacdo a
dietilcarbamazina (DEC), um anti-helmintico utilizado no tratamento da filariose
linfatica, observou-se que a DEC exerce efeitos estimuladores em parasitas
nematoides ascarideos. A expressdo génica identificada por meio de PCR no
intestino de Ascaris suum sugere a sensibilidade desse o6rgdo a DEC. A analise
comparativa de sequéncias de aminoacidos dos canais TRP de diferentes parasitos
reforca a possibilidade de influéncia da DEC no intestino de Ascaris. A utilizacédo de
Fluo-3AM como indicador de Ca?* evidenciou aumentos instaveis no sinal de Ca?*
em resposta a DEC, com a inibicdo efetiva por La3* e inibidores de canais TRP.
Essas descobertas sublinham a importancia do intestino como alvo da DEC,
ampliando a compreensdo dos mecanismos de acdo e potenciais interacbes com
outros anti-helminticos (Williams et al., 2022).

Estudos realizados por integrantes do grupo de pesquisa do nosso laboratorio
(manuscrito submetido) demonstraram diferencas significativas observadas na
sinalizacdo celular de célcio por esta via entre S. mansoni e H. sapiens, que foram
atribuidas a porcao C terminal da proteina STIM. SmSTIM e SmOrai (STIM e Orai de
S. mansoni) foram clonados em vetores de mamiferos e expressos em linhagens
celulares HEK293, com a finalidade de avaliar sua funcionalidade como um canal de
célcio. Quando expressos em células de mamiferos, SmSTIM localiza-se ao longo
do RE e perto da membrana plasmatica em células em repouso, e ativa
constitutivamente o SmOrai independente da deplecdo de célcio induzida por TG,
sugerindo um mecanismo regulatério diferente do observado para humanos, em que

a ativacdo do canal depende da deplecdo de calcio. Apesar desta diferenca, os
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canais de S. mansoni e humanos parecem empregar mecanismos semelhantes, pois
STIM1 humana consegue ativar SmOrai, e uma quimera do dominio SmSTIM ER-
luminal e do dominio citoplasmatico do STIM1 humano desencadeia o influxo de
calcio dependente da ativacdo com tapsigargina (TG). Por outro lado, SmSTIM é
incapaz de ativar Orai humana, mesmo ap0és ativacdo com TG sugerindo que h&
diferencas no mecanismo de abertura do canal entre células de mamiferos e células
de S. mansoni

Existe uma regido especifica na porcdo C-terminal de STIM que é
significativamente diferente entre parasitas helmintos do filo dos platelmintos e do
filo nematelmintos. Os platelmintos apresentam nesta regiao cerca de 70 residuos a
mais que 0s nematelmintos. Buscamos avaliar com neste trabalho, se apesar da
diferenca sequencial, o mecanismo de ativagdo do canal CRAC seria semelhante

entre A. lumbricoides e S. mansoni.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve por objetivo geral caracterizar um canal de calcio
inédito no nematdide Ascaris lumbricoides, o canal CRAC (calcium release-
activated calcium channel), e comparar 0 mecanismo de ativacao deste canal com o

canal humano e de S. mansoni.

2.1.1 Objetivos Especificos

1) Analisar e comparar, através de ferramentas bioinformaticas, as sequéncias
proteicas de STIM e Orai de Ascaris lumbricoides, Schistosoma mansoni e Homo
sapiens;

2) Clonar as proteinas STIM e Orai de Ascaris lumbricoides em plasmideos para
expressao em bactérias e células de mamiferos;

3) Avaliar a localizacéo subcelular de STIM e Orai de A. lumbricoides em células

de mamiferos e formacao de puncta mediante estimulo com tapsigargina;

4) Verificar a capacidade de AlOrai ser ativada por HSSTIM,;
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5) Avaliar possiveis mudangas na conformacao e estabilidade térmica da

proteina na presenca e auséncia de célcio através de dicroismo circular.

3. METODOLOGIA

3.1 Analise comparativa das sequéncias proteicas de STIM e Orai de Ascaris

lumbricoides, Schistosoma mansoni e Homo sapiens

Foi realizada a busca de sequéncias das proteinas STIM e Orai de H. sapiens no
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e dos ortélogos de A.
lumbricoides e S. mansoni na base de dados WormBase Parasite. Apdés a
identificacdo das sequéncias, procedemos com o alinhamento utilizando o programa
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation), que nos permitiu
comparar as sequéncias das trés espécies, identificar regides conservadas e avaliar
a homologia entre as proteinas STIM e Orai. Posteriormente, utilizamos o PFAM

(Protein Family) para a predicdo de dominios das proteinas.

3.2 Clonagem de STIM e Orai de A. lumbricoides

Genes sintéticos de STIM e Orai de A. lumbricoides, denominados AISTIM e
AlOrai, foram adquiridos (FastBio/Genscript) em vetor pcDNA3.1 e subclonados em
vetores para expressao em células de mamiferos. AISTIM foi subclonado em vetor
pCMV6-XL5, nos sitios Hindlll e Xhol, fusionada a proteina EGFP no N terminal e
AlOrai foi subclonada no vetor MO91, nos sitios BamHI e Xhol, fusionada a proteina
mCherry no N terminal. Apdés andlise de restricdo, foi realizada a separacdo do
inserto e vetor através de eletroforese em gel de agarose, e o isolamento e a
purificacdo dos fragmentos de DNA foram conduzidos utilizando o kit Promega
Wizard™ SV Gel and PCR Cleanup System, seguindo as orientacdes do fabricante.

O fragmento de DNA foi inserido no vetor através de ligacdo com a enzima T4
DNA ligase, formando o plasmideo recombinante contendo o gene de interesse. As
linhagens de bactéria Escherichia coli (DH5a) competentes foram transformadas, a
fim de captarem o plasmideo recombinante. Apds incubacéo com os plasmideos por
30 minutos, as bactérias foram submetidas a um choque térmico em banho-maria a

42°C durante 50 segundos, foi acrescentado em 200 uyL de meio de cultura LB
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(Luria-Bertani) e logo ap6s foi devolvido ao gelo por 2 minutos. Na sequéncia foram
incubadas sob agitacdo por 1 h a 37°C e plagueadas em meio LB agar contendo
ampicilina (50 pg/mL). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 h. As
colénias brancas, clones positivos, foram selecionadas e, apdés crescimento por
cerca de 16 h a 37 °C em meio LB contendo ampicilina (50 pg/mL), o DNA plasmidial
dessas células foi extraido utilizando-se o kit Wizard Plus SV Miniprep DNA
Purification Systems (Promega) de acordo com as orientacdes do fabricante.

A confirmacéo da presenca do inserto de interesse foi realizada por analise de
restricdo, utilizando-se as enzimas BamHI e Xhol para AIORAI em M091 e Hindlll e
Xhol para a digestdo de AISTIM em pCMV. A reacao de digestao foi preparada e
incubada em estufa por 3h e a presenca do inserto foi verificada por eletroforese em

gel de agarose.

3.3 Cultivo de células HEK293

O cultivo de células HEK293 foi feito utilizando o meio de DMEM, suplementado
com 10% de soro fetal bovino, antibiéticos e antimicotico, (penicilina, estreptomicina
e anfotericina B) (Sigma-Aldrich), conforme as recomendac¢des dos fornecedores.

As células HEK293 foram adicionadas em frascos de cultura celular, sendo
necessario realizar a aspiracdo do meio antigo, lavagem com PBS e subsequente
adicdo de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) para o desprendimento celular. Apdés a
neutralizacdo da tripsina com meio de cultura, as células foram contadas e
semeadas em novos frascos de acordo com a densidade celular desejada. O cultivo
e a manutencdo das células ocorreram em incubadoras, com atmosfera de 5% de
CO. e temperatura de 37°C.

Durante o cultivo, os meios de cultura foram substituidos regularmente,
geralmente a cada 2-3 dias, e o crescimento celular foi monitorado por microscopia
optica. Subcultivos foram realizados quando as células atingiram uma confluéncia de
70-80%, envolvendo as etapas de aspiracdo do meio antigo, lavagem com PBS,
tratamento com tripsina-EDTA, neutralizacdo, contagem celular e semeadura em
novos frascos. Durante todas as manipulacdes celulares, foram adotadas técnicas
asseépticas para garantir a integridade dos experimentos. Além disso, para fins de
preservacdo e armazenamento, as células HEK293 foram congeladas em meio

contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO) e armazenadas em freezer a -70 °C.
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3.4 Transfeccao de células HEK293

As células HEK293 foram adicionadas em placa de seis po¢os, em uma densidade
de 0.3 x 10° células por poco e transfectadas com 1 pg de EGFP-AISTIM e 1 ug
mCherry-AlOrai, usando 10 pl de lipoafectamina 2000 (Thermo Fisher) de acordo
com as instrucdes do fabricante. ApGs 24 horas da transfeccdo, as células foram
transferidas para placas de petri com fundo de vidro para observacdo em
microscépio confocal. As imagens foram adquiridas 48 horas ap0s a transfeccdo em
microscopio confocal Zeiss 710. Foi utilizada uma objetiva Plan-Apochromat
63x%/1.40 e as amostras foram escaneadas sequencialmente com o laser de argonio
(excitagdo em 488 nm), para visualizar STIM fusionada a GFP, e com o laser de

hélio-nednio, em 543 nm, para detectar Orai fusionada a mCherry.

3.5 Expresséo e purificacdo de STIM EF- SAM de A. lumbricoides

A regido correspondendo ao dominio EF-SAM de AISTIM foi subclonada no
plasmideo para expressao bacteriana, pET28a+, pela aluna de iniciacdo cientifica
Kerolayne de Oliveira da Silva.

Para permitir a expressao da proteina, o plasmideo foi transformado na linhagem
de expressao E. coli Rosetta DE3. Uma colbnia derivada dessa placa foi cultivada
em 5 mL de meio LB contendo canamicina (50 pug/mL). Apds 16 horas a 37 °C, sob
agitacdo a 150 rpm, o pré-indculo resultante foi diluido em 1 L de meio de cultura LB,
mantendo o mesmo antibiotico, numa proporcdo de 1:50. Ao atingir a densidade
Optica de 0,7-0,8 a 600 nm, a expressao da proteina foi induzida pela adicdo de
IPTG (0,4 mM). As células foram entdo incubadas por 16 h a 18 °C, sob agitacdo a
150 rpm. A confirmacdo da expressdo da proteina de interesse foi posteriormente
realizada através de SDS-PAGE (15%).

Apos a fase de expressao, a cultura foi centrifugadaa 8.000 g por 30 minutos a 4
°C. As células foram ressuspendidas em 30 mL de tampdo Tris 25 mM, pH 8,0,

contendo 150 mM de NaCl e 5% de glicerol (Tamp&o A). Em seguida, a suspenséo
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celular foi submetida a ruptura por sonicacdo em 10 ciclos de 25 segundos, com
intervalos de 35 segundos em banho de gelo.

A separacao das proteinas solluveis do pellet foi realizada por centrifugacédo a
8.000 g por 20 minutos a 4 °C. Posteriormente, a cromatografia de afinidade foi
conduzida, onde 20 ml do sobrenadante foi incubado em uma coluna contendo
aproximadamente 3 mL de resina de Ni-NTA (Qiagen), previamente equilibrada com
tampdo A , por 30 minutos a 4 °C. Apos a passagem do sobrenadante, a resina foi
lavada, e a lise celular foi realizada com o mesmo tampé&o. A etapa subsequente
envolveu cromatografia de exclusdo molecular usando uma coluna Superdex 75
acoplada ao sistema AKTA go (Cytiva). Amostras de 1 mL foram aplicadas, com
aliquotas de 1 mL sendo coletadas. A eluicdo das fracdes de interesse foi
monitorada pela absorbancia a 280 nm. Amostras foram retiradas em cada etapa do
processo para analise por SDS-PAGE. A determinacdo da concentragcao proteica foi
realizada através de medidas de absorbancia a 280 nm, utilizando o coeficiente de
extingdo calculado a partir da sequéncia de aminoacidos das proteinas, com auxilio

do programa ProtParam.

3.6 Espectroscopia de Dicroismo Circular

Utilizando um espectropolarimetro Jasco J-815, obtivemos espectros de
dicroismo circular (CD) na regido far-UVv (200-260 nm). Preparamos duas amostras
para este experimento: a amostra APO, contendo a proteina EF-SAM AISTIM em
uma concentracao de 10 yM em tampao Tris 50 mM pH 8,0, e a amostra com calcio,
preparada com a proteina EF-SAM AISTIM na mesma concentracao e tampao,
porém incubada com 5 mM de CaCl.. Ambas as amostras foram colocadas em uma
cubeta com caminho optico de 1 mm, e os espectros foram obtidos como uma média
de seis varreduras na faixa de comprimento de onda entre 200 nm e 260 nm, a uma

velocidade de 100 nm/min.



38

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises de bioinformatica das sequéncias das proteinas STIM e Orai em S.

mansoni, A. lumbricoides e H. sapiens

Iniciamos o estudo do canal CRAC de Ascaris lumbricoides pela busca das
proteinas formadoras deste canal (STIM e Orai) em base de dados especifica de
parasitos (WormBase Parasite), uma vez que estas ndo foram identificadas no
NCBI.

Identificamos uma isoforma de cada proteina e as sequéncias foram analisadas
através do Pfam (Protein FAMilies), um banco de dados que fornece anotacfes
sobre familias de proteinas, incluindo informagbes sobre dominios conservados.
Esse software é amplamente utilizado para analise de sequéncias proteicas e
predicdo de dominios. Analise da sequéncia de AISTIM revelou a presenca de
dominios-chave de STIM, como o dominio EF-SAM e a regiao de interagcdo com Orai
(representada pelas regibes CC2 e CC3 na Figura 8 A), indicando funcdes
possivelmente preservadas ao longo da evolucao (Figura 8 A). AlOrai apresentou a
predicdo de quatro regides transmembrana, o0 mesmo reportado para a ortologa

humana (Figura 8 B).

A) Predi¢cdo de dominios STIM A. lumbricoides

> Ascaris_lumbricoides - STIM
MFARRIDFRLKRVMCPRWGTHLELLSAS

NMDEQITVDDLWEAWFGSEERAW

PQYSNNLIVKNVDGRALPRMAVANSTYLATELGIKN AVHKHKIHL

cCLY
KALDWVLFGFSGDGSSRMEKDIALSILLCYLIAVLYVLYKRQRSRSRNEMEQLTSKLRQLKS
MESDFEDVQQKFEEERKKRQSVSEAIVAENAQMETLRSQLMEAERLLESSSSAPLALOPL s
" e Legenda predicéo STIM:
LRRTCELEMSYVGQQRLECIAEMREAIELIDKLRKKQSSLMSSIKLATGGSTGTDQVDSR
, SAM, TM-hélix,

IFSLKARMEKISLAMEECQQRWIEIESLCGFPLMVQPNGAELTFMGHTMPASGSSHLPRT
CC1, CccC2, CCs.

PSMCSSFYRSSGICSTLATSA SALSTLALLDTSVAPKRPTTVFSLTSASTSRL
SS5SHSHSSSSSEDRPYPLPSPSEFQLLTSAEHRNP GSTLYGALENRIQQQTGTLRFFAH

EYFFGMRLSRSLHPARFCSS




B) Predigdo de dominios Orai A. lumbricoides

=Ascaris lumbricoides Orai

MVSS5PLHLDTSAPRRKGITEAYPLSGWITDVKLASRLAASNRMLNESRSANDICTNAFE
GGTRHDFMHEHDDVKSLLOESRHRGELTILEKYRYDLSRAQLKASSRTSALLAGFAMVAL
VELQYESNTPPYLLILLGVVTTLLVSVHLLALMMSTCILPYIEANGCTQDSPHIRLKFYI
DLSWLFSTCIGLVLFLVEIGVIFFVKFNAVNYEL HKN

RFIHSMDRVDTKVNDLOQKFLSENESAVALPNATSVOQRHLVGAGLQGITILR
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Legenda predicdo Orai:

TM-hélix 1, TM-hélix2, TM-hélix3,

Figura 8 : Predicao de dominios de proteinas STIM A. lumbricoides e Orai A. lumbricoides.

Fonte: PFAM (Protein FAMilies).

As sequéncias de AISTIM e AlOrai foram comparadas aos ortélogos de S.

mansoni e H. sapiens através de alinhamento multiplo, realizado com o software

Muscle (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (Figura 9 A) . A analise

do alinhamento de STIM mostra que apesar de possuirem regides bastante

divergentes, o dominio EF-SAM e a regido de interacdo com Orai (SOAR) séo

conservados. O alinhamento da proteina Orai mostra maior conservacao nas regides

transmembranares e maior divergéncia nos dominios N e C terminais (Figura 9 B).



A) Alinhamento STIM

40

mewn

m

my 0

m 0

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
. 1umhri¢oides
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
. 1u.mbr:i.ca:‘|.das
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

.mansoni
.lumbricoides
.sapiens

EF-SAM

——— o ——MI
fz!f!f!amu

bbb : 2 sak: hakRK okkK
LP) SLP vnvm: :n.rc.‘.pp-pvr.v]mvp:.v'r:.sm:.:.cvg
LP| SNNLIV V. 'GF S-——--GDGSS! IIALSILLCV
LP| T’l'lKLQLSGHAHP P----I.II VVSIVI
................................................. 230.......240
H e T e T PR R L - R S I
FVSFSHWEEHTS KN-- SVGENQEKENV, a.z: HFASSSSSAPKGMKRDNLSS
LIAVL QI.TSKLRQLK
GVGGCWFAYI VEKVII.E———-—-——ECILR-Ian.K
....... 250.......260....,.. PP .29 0.......310.......320
*-
PHLKSMEALNEDSLNTRKOSYDHSSY 1SS ITEFSLSTDLCNDS LESNSSNNNN I YSANDPLTSDD I ILNLKG
S
QEAQRLKELREGTENERSRQ KY]
....... 330.......340.......350.......360.......370.......380.......390.......400
SOAR
B
....... 410.......420.......
*k kk ok k| *
—--—-——---—DIH.N T ———
I.CGFQIVNNPGI-LVAM.NI NPAHF IMTD

P —— T én- H
i;-n-rvlp;int ﬂlmﬂmghr_r'-a';mp Sgﬂn.";;i;,-.;“‘“
630

....... 570.......580....... cee....640
. L3233, . kX, Lih
MKSSDS IE-----—---EIS: [GLVND!
ALSTLALLDTSVAP:. S --——ESRLSSES SSEDRPYP
-LIlGVlPGlLV-LP.leKKlIJA P SHSPSSPDPDTP SPVGDSRA
..................... 670.......680.......690.......700.......710.......720

SFQS] : J\DlFR’.l‘SLP 610
LPSE SE. TS L¥GALENRIQO! G'l‘ mIFF 560
’-"RIE'HI-J\G RE.DNqIGEEIDSSP ——————————— 685

45
54
69

122
134
146

202
209
222

280
270
294

360
291
339

440
347
397

501
418
475

517
449
555

553
498
635




41

B) Alinhamento Orai

S.mansoni JVTSSVLPD 7777777
H.sapiens —---—-MHPEPAPPPSRSSP QPPGAPPP —————— PPEAVIYP
A.lumbricoides MVESSPLHLDTSAPRRKGI LSGWITDV LNESRSANDICTNAFE HDDVKE

™M1 ™™ 2
* o hkkR kKKK hkkk . AKKKAK . -k . . coskE Kk ok ok.kRR
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Figura 9: Alinhamento das sequéncias de aminacidos das proteinas STIM (A) e Orai (B) de
A. lumbricoides. Fonte: Software MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation).

Em suma, os resultados destacam a importancia de investigar as diferencas e
similaridades nas sequéncias dessas proteinas em diferentes organismos,
contribuindo para uma compreensao mais abrangente dos processos bioldgicos

envolvidos na regulacéo do calcio.
4.2 Clonagem das proteinas STIM e Orai de A. lumbricoides

Os genes sintéticos correspondentes as proteinas STIM e Orai de A. lumbricoides
foram adquiridos comercialmente e vieram inseridos em plasmideo pCDNAS.1, para
subclona-los nos vetores de expressao, estes plasmideos foram digeridos com
enzimas de restricdo especificas e ligados em vetor digerido com as mesmas
enzimas. A Figura 10 ilustra a eletroforese em gel de agarose 0,8% resultante da
analise de restricdo dos vetores de expressdo, pCMV para AISTIM e MO91 para
AlOrai, confirmando a presenca dos insertos do tamanho esperado, AISTIM com
1695 pb e AlOrai com 888 pb.
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Identificagéo dos Clones Recombinantes

A) Clones STIM B) Clones Orai

203800

Figura 10: Andlise de restricdo de AISTIM e AlOrai em vetores de expressao de mamiferos.
Eletroforese em gel de Agarose 0,8%. A) Vetor EGFP-pCMV (8782 pb), Inserto AISTIM
(1695pb); B) Vetor mCherry-Orai M091 (8038 pb), Inserto AlOrai (888pb).

Esses resultados confirmam a eficacia do processo de clonagem na introducao
dos genes de interesse nos vetores plasmidiais e na obtencao de células contendo
os genes de STIM e ORAI de A. lumbricoides para estudos subsequentes sobre sua

funcao e regulacao.

4.3 Transfeccéo e expressao em células HEK293

Desde a sua descoberta na década de 1970, as células HEK293 tém sido uma
ferramenta fundamental em pesquisa bioldgica, oferecendo uma gama de aplicacdes
devido a sua capacidade de serem facilmente manipuladas geneticamente e sua
versatilidade como sistema modelo (Wang et al., 2018).

A expressdao de proteinas STIM e Orai de H. sapiens em células HEK293
transfectadas tem sido amplamente explorada em grupos de estudos, fornecendo
resultados valiosos sobre a regulacédo do calcio intracelular e a fungdo dos canais
CRAC (Wang et al., 2009).

Na auséncia de células de A. lumbricoides, recorremos as células de

mamiferos, HEK293, como um modelo de estudo para avaliar a funcionalidade do
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canal CRAC de A. lumbricoides. Iniciamos com a transfec¢éo das proteinas, HSSTIM
e HsOrai, como controle positivo de nosso protocolo de transfeccao.

A Figura 11 ilustra que as células HEK293 ao serem transfectadas com EGFP-
HsSTIM e mCherry-Orai mostraram a localizacdo esperada para estas proteinas.
HsSTIM, marcada em verde por estar fusionada a EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) mostra marcac¢do tipica de proteina localizada no reticulo
endoplasmatico (Figura 11 A), e HsOrai, marcada em vermelho (fusionada a
proteina mCherry), apresenta marcacao compativel com proteinas localizadas na

membrana plasméatica (Figura 11 B).

A) STIM H. sapiens B) Orai H. sapiens C) STIM e Orai H. sapiens

Figura 11: Células HEK 293 transfectadas com as proteinas STIM e Orai de H. sapiens
(controle). (A) Células HEK293 coexpressando EGFP-HsSTIM (Verde) e (B) mCherry-
HsOrai (Vermelho). C) Canais verde e vermelho sobrepostos.

Fonte: Autor

A coexpressdo de EGFP-HsSTIM e mCherry-HsOrai como mostra a Figura 11,
oferece uma ferramenta valiosa para investigar a interacdo entre essas proteinas e
entender sua funcdo na regulacdo do calcio intracelular e nos permite visualizar a
interacdo entre essas proteinas em tempo real.

As células HEK293 transfectadas com AISTIM e AlOrai apresentaram uma
localizacdo subcelular diferente da observada para o controle (transfectado com as
proteinas humanas), especialmente AISTIM, que mostrou um sinal de fluorescéncia
bastante fraco, e as células transfectadas mostraram sua morfologia alterada,
arredondada, diferente do aspecto das células saudaveis (Figura 12 A). AlOrai

mostrou uma localizagdo mais proxima de HsOrai, com marcagdo visivel na



44

membrana plasmatica e vesiculas no interior das células, provavelmente

provenientes da superexpressao da proteina (Figura 12 B).

A) STIM A. lumbricoides B) Orai A. lumbricoides C) STIM e Orai A. lumbricoides

Figura 12: Células HEK 293 transfectadas com as proteinas STIM e Orai de A.
lumbricoides. (A) Células HEK293 coexpressando EGFP-AISTIM (Verde) e (B) mCherry-
AlOrai (Vermelho). C) Sobreposicdo dos canais verde e vermelho.

Fonte: Autor.

Possivelmente a expressédo de AISTIM em células de mamiferos teve um efeito
toxico e ndo conseguimos prosseguir com estudos funcionais do canal com esta
proteina. Desta maneira, optamos por combinar AlOrai com HsSTIM, de forma a
verificar se a STIM humana seria capaz de ativar o canal formado por Orai de A.
lumbricoides.

Para avaliar a ativacdo de AlOrai por HsSTIM, células HEK293 foram
cotransfectadas com mCherry-AlOrai e EGFP-HSSTIM e estimuladas com
tapsigargina, um inibidor especifico da bomba SERCA, que promove a diminuicdo
da concentracéo de calcio do RE e consequentemente a abertura do canal CRAC.

Pode-se observar que no controle positivo, as células transfectadas com as
proteinas humanas, houve formacdo de puncta, conforme esperado, mediante
estimulo com TG (Figura 13 A). A coexpressdo de HsSTIM e AlOrai também foi
capaz de induzir a formacéo de puncta apos incubacédo com TG, indicando que Orai
de A. lumbricoides é capaz de responder a deplecdo de célcio, sinalizada por STIM
humana e que estas proteinas se colocalizam em agregados proteicos denominados

puncta (Figura 13 B).
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A)

HsSTIM HsORAI Sobreposigéo

HsSTIM AIORAI Sobreposigao

Figura 13: Imagens de microscopia confocal das células HEK293 ap6s 10 minutos de
incubacédo com 1 uM de TG. (A) Controle positivo, células transfectadas com STIM e Orai de
H. sapiens incubadas com tapsigargina apresentado formacao de puncta. (B) Células
transfectadas STIM H. sapiens e Orai de A. lumbricoides apresentando formacao de puncta.

Um estudo relevante para o entendimento desse trabalho sdo as descobertas de
Walter e Ron (2011), publicado na revista Science, ele destaca o papel fundamental
da resposta a proteinas desdobradas (unfolded protein response - UPR) na
regulacdo da homeostase celular em resposta ao estresse do RE.

Podemos incorporar essas descobertas em nosso trabalho ao enfatizar que a
formacédo de puncta observada apds o estimulo com TG pode ser uma manifestacao
da ativacdo da UPR, que visa restaurar a homeostase proteica ao reduzir a carga de
proteinas mal dobradas ou agregadas no RE. Além disso, podemos discutir as

implicac@es clinicas desses achados, destacando como a disfuncéo na regulacéo da
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UPR e na formacdo de puncta pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas e distlrbios metabdlicos associados ao estresse do RE.
4.4 Expressao e purificagéo AISTIM EF-SAM

Diante da dificuldade em expressar a proteina AISTIM inteira em células de
mamiferos, optamos por fazer uma construcdo parcial, compreendendo apenas o
dominio EF-SAM (localizado no lumem do RE), para expressdo e purificacdo em
bactérias, e verificacdo da ligacdo ao calcio por este motivo, indicando que esta
proteina possa ser um sensor de calcio funcional.

O protocolo de clonagem, expressdo e purificagdo de AISTIM EFSAM foi
realizado em colaboracdo com a aluna de Iniciacdo Cientifica do nosso grupo de
trabalho Kerolayne de Oliveira da Silva.

ApoOs a expressdo bem-sucedida da proteina AISTIM EF-SAM, foi iniciado o
protocolo de purificacdo com o objetivo de obter amostras de alta pureza, visando
analises biofisicas futuras. Na fase inicial do processo, apods a lise das células,
constatou-se a presenca da proteina de interesse na fracao soluvel, identificada no
sobrenadante apds a centrifugacdo (Figura 14, coluna 1). Estas fracdes sollUveis
foram entdo submetidas as etapas subsequentes de purificacéo.

Inicialmente, foi utilizada a cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA, um
método amplamente empregado na purificacdo de proteinas que possuem tags de
afinidade de hexahistidina (codificada no vetor de expressdo bacteriano pET28a+).
Em seguida, procedeu-se com a cromatografia de exclusdo molecular, utilizando
uma coluna Superdex 75. Esta etapa visa separar as proteinas com base em seus
tamanhos moleculares, permitindo a obtencao de fracdes mais puras e homogéneas
da proteina de interesse.

A cromatografia de afinidade demonstrou uma alta eficiéncia ao ligar a proteina
de interesse, AISTIM EF-SAM. Essa ligacdo foi realizada devido a afinidade
especifica na extremidade N-terminal da proteina aos ions niquel (Ni?*) presentes na
resina de Ni-NTA. Esse processo permitiu a retencao seletiva da AISTIM EF-SAM na
coluna de cromatografia, enquanto a maioria das outras proteinas nao ligadas foi
eluida. Essa observacao foi evidenciada pela presenca minima de AISTIM EF-SAM
na fracdo nao ligada (conforme ilustrado na Figura 14 A, coluna 3).

A lavagem inicial foi conduzida exclusivamente com tampéo A (Tris 25 mM pH

8,0, NaCl 150 mM, 5% glicerol), seguida por duas etapas subsequentes de lavagem,
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onde utilizamos o mesmo tamp&o sem imidazol (lavagem 1) e acrescido de 10 mM
(lavagem 2) e 40 mM de imidazol (lavagem 3, Figura 14 coluna 6). Pode-se observar
que a lavagem com 40 mM de imidazol ocasionou perda de proteina, mas foi
importante para a obtencédo de uma amostra com maior grau de pureza. A eluicao foi
realizada com tampéao acrescido de 500 mM de imidazol.

Posteriormente, realizarmos a cromatografia de exclusdo molecular para remocgéao
dos contaminantes adicionais, imidazol e possiveis agregados proteicos. A presenca
de apenas uma banda no gel de SDS-PAGE, nas fracdes eluidas desta segunda
etapa de purificacdo sugere um elevado grau de pureza da proteina AISTIM EF-SAM
(Figura 14 B).

A)

M 10 11 12 13 14 15 16

FIGURA 14: Analise SDS-PAGE da Purificacdo da Proteina AISTIM EF-SAM. A) Purificagdo
por cromatografia de afinidade. M: Marcador Molecular; 1: Sobrenadante; 2: Pellet; 3: Ndo-
ligado; 4: Lavagem 1 com tampéo A; 5: Lavagem 2, tampdo A com 10 mM de imidazol; 6:
Lavagem 3, tampdo A com 40 mM de imidazol; 7:Eluigdo 1; 8: Eluicdo 2; 9: Eluicdo 3. B)
Andlise das fracdes obtidas através da cromatografia de exclusdo molecular. M: Marcador
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Molecular; 10: Fragdo 10; 11: Fragdo 11; 12: Fracdo 12; 13: Fracdo 13; 14: Fracdo 14;15:
Fracao 15; 16:Fracéo 16.

A andlise do perfi de eluicdo de AISTIM EF-SAM na cromatografia de
exclusdo molecular revela dois picos principais da mesma proteina entre as fracdes
correspondentes aos volumes de eluicdo de 10 a 15 mL (Figura 15), que pode ser
correspondente a dimeros e mondémeros de AISTIM EF-SAM. O pico utilizado nos
experimentos subsequentes foi 0 de maior intensidade, correspondendo as fracdes
14 e 15.

AI-STIM EF-SAM

ADS 280 nm (U.a.).
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FIGURA 15 : Perfil Cromatogréafico da proteina AISTIM EF-SAM. Perfil de eluicdo obtido
através de coluna de exclusdo molecular Superdex 75.

Em suma, os resultados obtidos na purificacdo da proteina AISTIM EF-SAM, uma
proteina com elevado grau de pureza, nos permitem investigar a influéncia do célcio

em sua conformacéo.

4.5 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) de AISTIM EF-SAM

Utilizamos espectroscopia de CD para investigar a estrutura secundéaria de
AISTIM EF-SAM. Esta € uma proteina que pertence a familia EF-hand, que é
conhecida por ligar ions de célcio (Ca?*). O espectro do AISTIM EF-SAM em sua
forma APO (sem ligacdo de Ca?*) revelou dois minimos intensos em torno de 208 e

225 nm, indicativos de um alto teor de a-hélice, consistentes com os resultados
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encontrados por Zheng et al. em 2011. Este padréao estrutural foi mantido em uma
faixa de temperatura de 20 °C a 50 °C (Figura 16). A partir de 60 °C houve uma
mudanca significativa no espectro, com perda dos minimos caracteristicos de hélice
e aparecimento de espectro agregados visiveis de proteina.

No entanto, ao contrario do que foi observado por Stathopulos (2006) e
colaboradores, o espectro de AISTIM EF-SAM com 5 mM Ca?* também exibiu os
dois minimos intensos caracteristicos de estruturas ricas em a-hélice. Notavelmente,
a proteina permaneceu estavel em uma faixa de temperatura de 20 °C até 70 °C
qguando o Ca?* estava presente (Figura 17). Foi reportado por Stathopulos et al
(2006) uma mudanca conformacional consideravel entre as formas holo e apo de
STIM humana. Na presenca de célcio foram observados os dois minimos tipicos de
alpha-hélice e na auséncia de célcio, 0 minimo em 225 nm se tornou menos intenso
e foi observado um blueshift no pico de 208 nm, indicando perda na estrutura
helicoidal da proteina na forma apo, o que nao foi observado para AISTIM EF-SAM
(Figura 18).

Estudos mais recentes de Gudlur et al (2008), entretanto, mostraram que a perda
de estrutura secundaria e aparente agregacdo observada para HsSSTIM EF-SAM
poderiam ser decorrentes de uma amostra de proteina instavel. Neste estudo,
Gudlur et al fusionaram a por¢cdo EF-Sam de STIM a uma proteina estavel e que
forma uma estrutura do tipo coiled-coil, semelhante a encontrada na STIM, esta
proteina de fusdo € uma chaperona de Thermus thermophilus (GrpE). A construcao
utilizada, EFSAM-GrpE, ndo apresentou grande mudanca no espectro de CD na
auséncia de célcio, apenas uma pequena diminuicdo na intensidade do sinal, da
mesma forma observada em nosso trabalho para AISTIM EF-SAM.

Outro fator importante é que a construcao parcial de STIM EF-SAM, utilizada no
trabalho de Stathopulos e colaboradores (2006), se mostrou insoluvel quando
expressa em bactérias e foi purificada em condi¢cdes desnaturantes. A construcao
utilizada por Gudlur el al. EFSAM-GrpE e a nossa constru¢cdo de AISTIM se
mostraram solUveis quando expressas em bactéria, indicando que a perda de
estrutura observada por Stathopulos et al possa ser devido a um artefato de uma
construcdo parcial pouco estavel. A nossa construcao AISTIM EF-SAM apresentou
resposta semelhante a EFSAM-GrpE, mesmo nao tendo uma proteina de fusao para
estabiliza-la, indicando que a sequéncia do dominio EF-SAM de A. lumbricoides é

intrinsecamente mais estavel que o mesmo dominio da STIM humana.
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Figura 16: Espectroscopia de Dicroismo Circular na regido far-UVv (CD) de STIM EF-SAM A.
lumbricoides APO. Desnaturacgéo térmica de AISTIM EF-SAM APO (10 uM em tampéo A).
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Figura 17: Espectroscopia de Dicroismo Circular na regido far-UV (CD) de AISTIM EF-SAM
com 5 mM de Ca?'. Desnaturacdo térmica monitorada de 20-90 °C de AISTIM EF-SAM a 10
UM em tampéo A acrescido de 5 mM de Ca?*.
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Figura 18: Influéncia do célcio na estrutura secundaria de AISTIM EF-SAM. Espectroscopia
de Dicroismo Circular na regido far-UV (CD) AISTIM EF-SAM (10 uM em tampé&o A) na
forma APO (azul) e com Ca?* (preto) a 20 °C.

Avaliamos também a estabilidade térmica de AIEF-SAM foi na presenca e
auséncia de Ca?* pelo monitoramento da elipticidade do CD a 222 nm em funcéo da

temperatura (Figura 19).

A desnaturacdo térmica € um processo no qual a estrutura de uma proteina é
desfeita devido ao aumento da temperatura. Isso pode resultar na perda da estrutura
secundaria, como as a-hélices e folhas-B, e eventualmente na desnaturagéo
completa da proteina, onde ela perde sua estrutura tridimensional nativa.

Os resultados revelam que a proteina AISTIM EF-SAM, na auséncia de calcio,
mantém sua estrutura secundaria até 50 °C, enquanto na presenca de calcio, essa
estabilidade é estendida até cerca de 70 °C, demonstrando um grande aumento na
estabilidade com a adicdo do ligante. Além disso, a curva sigmoide observada no
grafico da Figura 19 sugere uma transicdo cooperativa entre as conformacodes
enovelada e desenovelada, com um T, (temperatura de melting) de cerca de 53 °C
para a forma apo e 69 °C para a forma holo. O T, reportado para HsSTIM EF-SAM
na forma apo foi de 19 °C e para a forma holo de 45 °C Stathopulos et al (2006).
Desta forma podemos observar que o aumento da estabilidade térmica com a
ligacdo de calcio é conservado, entretanto uma grande diferenca na estabilidade
térmica do dominio EF-SAM pode ser observado entre as sequéncias humanas e de

A. lumbricoides, sendo esta Ultima consideravelmente mais estavel.
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Desnaturacao térmica AISTIM EF-SAM
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Figura 19: Espectroscopia de Dicroismo Circular da regiao Far-UV (CD) STIM EF-SAM A.
lumbricoides. Deshaturacao térmica STIM EF-SAM A. lumbricoides APO (preto), STIM EF-

SAM A. lumbricoides com calcio (vermelho).

A estabilidade estrutural das proteinas é fundamental para sua funcéo biolégica, e
a presenca de cofatores, como o calcio, pode desempenhar um papel crucial nesse
aspecto. Os resultados obtidos neste estudo corroboram com achados anteriores,
incluindo o trabalho de Gludur e colaboradores (2018), que investigaram a ligacao
de célcio pela proteina STIM1. A capacidade da proteina STIM EF-SAM de manter
sua estrutura em temperaturas mais elevadas na presenca de célcio sugere que
essa interacdo aumenta a estabilidade estrutural da proteina.

Apds a desnaturacdo térmica, avaliamos se a proteina era capaz de se
reenovelar com a diminuicdo da temperatura. A renaturacdo € um processo no qual
uma proteina desnaturada, ou seja, com sua estrutura secundaria e terciaria
perturbada, é gradualmente trazida de volta a sua estrutura nativa funcional.

A Figura 20 mostra o espectro de CD da renaturacdo de AISTIM EF-SAM na
forma apo (azul) e holo (vermelha). Os espectros resultantes ndo possuem 0S
minimos caracteristicos de hélices e foi observada a presenca de agregados na
cubeta apds a desnaturacdo térmica, 0 que torna o processo de renaturacdo mais

dificil. Entretanto, observou-se que a renaturacdo na presenca de célcio é
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ligeiramente maior devido & capacidade do calcio de estabilizar a estrutura da
proteina. Quando o calcio esta presente, ele se liga a sitios especificos na proteina,
alterando sua conformacéo e promovendo a formacéo de interacdes favoraveis entre
os residuos aminoacidicos. Essas interacdes podem incluir ligacdes ibnicas, pontes
de hidrogénio e interacdes hidrofébicas que reforcam a estrutura tridimensional da
proteina (Zhou et al., 2015).

Além disso, o calcio pode desempenhar um papel crucial na manutencao da
estrutura de dominios especificos, como o EF-hand a esses dominios pode induzir
uma mudanca conformacional na proteina, favorecendo a renaturacdo e a
recuperacdo de sua estrutura funcional. Em resumo, a presenca de calcio
proporciona um ambiente favoravel para a renaturacdo da proteina, estabilizando

sua estrutura e facilitando a restauracéo de sua atividade biologica.

AISTIM EF-SAM RENATURACAO
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Figura 20: Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) de STIM EF-SAM de A. lumbricoides
apos a desnaturacgdo térmica. Renaturacdo da proteina STIM EF-SAM A. lumbricoides 20 °C

sem calcio (azul) e com calcio (vermelho).

5. CONCLUSAO

Em suma, os experimentos com as proteinas purificadas evidenciaram o papel de

Orai como formadora de um canal de célcio e de STIM como sensor de célcio
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intracelular, fornecendo as primeiras informagcbes acerca do canal CRAC do
importante nematoide A. lumbricoide. A observacao das interacdes e formacao de
puncta entre HSSTIM e AlOrai por meio da coexpressdo de EGFP-HSSTIM e
mCherry-AlOrai revelou a importancia desta interagdo na formacao e ativagdo dos
canais CRAC, corroborando estudos anteriores em que HsSSTIM foi capaz de ativar
SmOrai (Orai de S. mansoni). Observamos também que a proteina AISTIM EF-SAM
exibe uma resposta diferencial a desnaturacdo térmica na presenca e auséncia de
fons de célcio. Na auséncia de calcio, a proteina mantém sua estrutura secundaria
em média até 50°C, enquanto na presenca de calcio, essa estabilidade é estendida
até cerca de 70°C, sugerindo uma influéncia significativa dos ions de calcio na
estabilidade térmica da proteina, como observado para o ortélogo humano.
Entretanto, a sequéncia de AISTIM EF-SAM se mostrou significativamente mais
estavel que o ortdlogo humano e a auséncia do Ca?* néo influenciou
consideravelmente a estrutura da proteina, como reportado anteriormente. N0OSs0s
resultados demonstram a eficacia do uso de proteinas recombinantes para estudos
celulares e funcionais dos canais CRAC e estabelecem uma base para

investigacOes futuras sobre sua funcéo na regulacao da sinalizacao celular.
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