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Resumo- : Apesar de todos os avangos no conhecimento da biologia dos hospedeiros intermediarios para o
parasito Schistosoma mansoni, muitos aspectos da interacdo parasito-hospedeiro ainda estdo por ser
elucidados. O complexo proteolitico proteassoma 26S apresenta diversas fungdes em processos biologicos
e a sua caracterizacdo molecular pode contribuir para o entendimento dessa interacdo. Assim, esse
trabalho teve como objetivo, avaliar a expressdo das subunidades Bgalfa2 e Bgalfa5 deste complexo
proteico bem como sua homologia com sequéncias hortélogas. Analises de bioinformatica permitiram a
identificacdo de 56 sequéncias homdlogas a BgAlfa2 e 58 homologas a BgAlfa5, destacando-se uma
similaridade variavel entre as sequéncias. A analise de expressdo permitiu a amplificacdo de transcritos de
aproximadamente 400 para as duas sequéncias. Esses tamanhos estdo de acordo com o esperado, uma
vez que os oligonucleotideos iniciadores idealizados direcionam a amplificacdo para produtos com esses
pesos moleculares. A analise de expressao revelou a presenca de apenas um transcrito para cada uma

das subunidades.
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Introducéo

Os moluscos hospedeiros intermediarios do

parasito S. mansoni pertencem a Classe
Gastropoda, Suclasse  Pulmonata, @ Ordem
Basommatophora, Familia Planorbidae

(CARVALHO et al., 2005). No Brasil, dez espécies
e uma subespécie de Biomphalaria podem ser
encontradas, sendo algumas  vastamente
distribuidas e outras limitadas a regides
especificas (CALDEIRA et al.,, 2009). De acordo
com Paraense  (1973), duas  espécies,
Biomphalaria amazonica e Biomphalaria
peregrina, podem ser experimentalmente
infectadas com larvas de S. mansoni. Em
contrapartida, somente B. glabrata, B. tenagophila
e B. straminea podem ser encontradas
naturalmente infectadas (TELES, 2005).

Em células eucaridticas, o turnover de
proteinas intracelulares é mediado principalmente
pelo sistema ubiquitina-proteassoma (GOLDBERG
et al., 1997). ApoOs ubiquitinacdo, as proteinas sédo
desdobradas e degradadas pelo proteassoma
26S, um grande complexo proteico de mdultiplas
subunidades localizado nos compartimentos
citosolico e nuclear (GUERRA-SA et al., 2005).
Esta via proteolitica controla uma ampla gama de
fungBes celulares, incluindo a progresséo do ciclo
celular, transcricdo de genes estagio-especificos,

processamento de antigenos, regulacdo da
secrecdo de proteinas de forma compartimentada
e controle de qualidade da proteina (GLICKMAN;
RAVEH, 2005).

O desenvolvimento de S. mansoni no
hospedeiro vertebrado requer varias alteragcbes
coordenadas de sua morfologia corporea,
existindo evidéncias de que durante a
esquistossomose experimental, inibidores de
proteassoma foram capazes de reduzir o numero
de esquistossdmulos na fase pulmonar, reduzir a
carga parasitaria e, consequentemente, diminuir a
producdo de ovos em camundongos infectados
(GUERRA-SA et al., 2005). O conhecimento
biolégico e molecular do hospedeiro intermediario
pode contribuir para o entendimento de muitos
aspectos da relagdo parasito-hospedeiro. Sendo
assim, a caracterizagdo molecular deste
importante complexo proteico pode contribuir para
o entendimento de aspectos importantes dessa
interac&o.

Metodologia
Andlises de Bioinformatica
Foram realizadas analises in silico através

da base de dados de EST (Expressed Sequence
Tags) do NCBI (National Center for Biotechnology

XIV Encontro Latino Americano de Iniciacao Cientifica e

1

X Encontro Latino Americano de Pés-Graduagao — Universidade do Vale do Paraiba



XIVINIC X.EPG
Encontro Latino Americano
de P6s Graduacgao

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica

Information) disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ com o objetivo de
encontrar sequéncias homélogas a sequéncias ja
depositadas neste banco de dados e que
codificam para as subunidades BgAlfa2 e BgAlfas
do complexo proteolitico proteassoma 20S de
Biomphalaria glabrata. As sequéncias codificantes
para as subunidades BgAlfa2 (469pb) e BgAlfab
(706pb) encontram-se depositadas nesta mesma
base de dados com o0s numeros de acesso,
47550324 e 158073759, respectivamente.

Apés a localizacdo destas sequéncias a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) disponivel em http://www.ncbi.nim.nih.gov/,
foi utilizada para realizar o estudo de homologia
com outras sequéncias, empregando como base a
sequéncia predita de aminoacidos. Em seguida
realizou-se a tabulacdo das sequéncias
identificadas como homodlogas levando em
consideracdo o0s seguintes critérios: valor-E,
porcentagem de identidade, porcentagem de
positividade, porcentagem de cobertura, tamanho
da sequéncia e organismo pertencente.

As sequéncias foram entdo alinhadas
através do programa Clustalw?2
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/) e as analises
moleculares e filogenéticas foram realizadas

utiizando o programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) versdo 4
(www.megasoftware.net), no qual arvores

filogenéticas foram confeccionadas, com o auxiliop
do Método de Méaxima Parcimbnia (MP) para
inferéncias evolutivas acerca das subunidades
protéicas BgAlfa2 e BgAlfas.

Extracdo de RNA total

Para extracdo de RNA total foram utilizados
caramujos do género Biomphalaria sp. coletados
no municipio de Guacgui na regido Sul do estado
do Espirito Santo. Foram utlizadas 100mg de
hepatopéncreas de caramujos homogeneizadas
através do método do TRIZOLRLS, de acordo com
o0 boletim técnico do fabricante (INVITROGEN).

O material previamente congelado foi
transferido para um gral de porcelana e macerado
na presenca de nitrogénio liquido até a formacéo
de um pé bem fino. Este pé foi entdo transferido
para tubos de microcentrifuga (1,5 mL) contendo
500 pl de TRIZOL, sendo as amostras em seguida
homogeneizadas por 15 segundos em Politron e
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida adicionou-se 200 pl de
cloroférmio. As amostras foram homogeneizadas
em vortex e incubas a temperatura ambiente por
15 minutos, seguido por um passo de
centrifugacdo a 10000rpm/4°C por 10 minutos.
Logo apls, a fase aquosa foi transferida para
outro tubo de microcentrifuga, acrescido de 250 pl
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de isopropanol. A mistura foi invertida
cuidadosamente por trés vezes, permanecendo
em gelo por 15 minutos.

Em seguida, o material foi centrifugado por
10 minutos a 10000 g/4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o RNA lavado com 1 mL de etanol
70% para a precipitagdo. Apos a precipitagdo , a
mistura foi centrifugada a 10000 g/4°C. Por fim, o
RNA foi ressuspenso em 20ul de H,O DEPC e
armazenado a -30°C, ater o momento do uso.

RT-PCR

Para confeccdo do DNA complementar
(cDNA) através de reagbes de RT-PCR, foi
utilizado um iniciador OligoDT (20 nt) com auxilio
do KIT RevertAid™ H-Minus - 1ST, de acordo com
0 boletim técnico do fabricante (FERMENTAS).
Para um volume final de 20 pL, as reacdes de RT-
PCR continham: 1 uL de primer oligoDT (0,5
pg/ul), 1ul de RNA total, 4ul de tampéo de reacao
(5X), 1ul de inibidor de ribonuclease (20 u/ul), 2 pl
de DNTP mix (10 mM), 1 pl de transcriptase
reversa (200 u/ul) e 10 ul de H,O DEPEC . Para
sintese da primeira fita de cDNA foram seguidos
0s seguintes passos de PCR: 70°C/5 minutos,
37°C/5 minutos, 42°C/lhora e 70°C/10 minutos.
ApoOs a sintese, as amostras foram guardadas a -
30°C.

PCR e analise de expressédo das subunidades
BgAlfa2 e BgAlfab

As reacdes de amplificacdo para um volume
final de 50 pL, contendo: 2 pL de cDNA, 20pmols
dos oligonucleotideos iniciadores BgAlfa2F 5'-
GCCTCACAATACTTTCTAAC-3, BgAlfa2zR 5'-
CTGAGGGTGAAAGACGAC’-3, BgAlfab5F 5'-
TAAACTTCTTGTAATGCCTG-3' e BgAlfabR 5'-
AGGTCGTCTGTTTCAAGTAG-3', 1,5 mmols de
MgCl,, 10 mmols de DNTPs, tampdo de reacdo
10X, foram realizadas, conforme descrito abaixo:
40 ciclos de amplificagdo, composto de
94°C/1minuto, 52°C/1minuto, 72°C/1minuto. O
resultado foi avaliado em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL). Como
controle negativo foi utiizada a proteina
ribossomal S19 (S19R 5-
ACGCCCTTGTGGTGTTGATC-3' e SI19F 5'-
TGCTCGCCACTTGTACATTC-3).

Resultados

ApOs pesquisa por sequéncias homoélogas
as subunidades BgAlfa2 e BgAlfa5 pertencentes
ao complexo proteolitico proteassoma 20S de B.
glabrata, foi possivel identificar 56 sequéncias
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homodlogas a BgAlfa2 e 58 homologas a BgAlfas.
Para cada uma das 114 sequéncias, valores de
porcentagem de identidade (% ID.), porcentagem
de positividade (% Pos.) e porcentagem de
cobertura (% Cob.), foram analisados. Nota-se um
variavel grau de similaridade entre as sequéncias,
sendo algumas mais conservadas do que outras
(Tabela 1).

BgAlfa2 BgAlfa5
Minimo Minimo
% % % % % %

ID. Pos. Cob. ID. Pos. | Cob.
59 77 57,41 64 79 63,04
Maximo Maximo
% % % % % %

ID. Pos. Cob. ID. Pos. | Cob.
84 92 97,35 84 93 83,33

*% ID.. Porcentagem de identidade; *% Pos.:
Porcentagem de positividade; *% Cob.: porcentagem de
cobertura.

Para confeccdo das arvores filogenéticas
foram selecionadas 17 sequéncias homologas
para BgAlfa2 e 17 sequéncias homoélogas para
BgAlfa5 (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Relagbes evolutivas de 18 taxons
referentes a subunidade BgAlfa2.
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Figura 2. Rela¢cBes evolutivas de 18 taxons
referentes a subunidade BgAlfa5

A andlise de expressao permitiu a amplificacdo de
dois transcritos referentes as subunidades Alfa2 e
Alfa5 de B. glabrata (Figura 3).

PM 1 2 3

500pb
400pb

250pb

Figura 3. Gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo (0,5 mg/mL). Andlise da
expressdo do transcrito codificando para a
subunidade BgAlfa2(1) e BgAlfa5 (2). Controle
interno (proteina ribossomal S19). (PM) Peso
molecular (100pb) (3)

Discusséao

Através do método de maxima parcimdnia
foi possivel inferir a histéria evolutiva dos
organismos, sendo a arvore de consenso
bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) inferida a partir
de 1000 repeticbes tomada para representar a
evolucdo dos taxons analisados. Segundo Hall
(2004), o0 método de maxima parcimbnia € o mais
preciso para construcdo de arvores filogenéticas a
partir de sequéncias de aminoacidos, visto que
utiliza o0 modelo de minima evolugao (NAKHLEH et
al., 2005), considerando para analise somente os
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sitios altamente conservados entre 0s organismos,
eliminando assim, possiveis redundancias pelo
fato de o cddigo genético ser degenerado.Para
esta andlise foi utilizado o algoritmo Busca
Exaustiva (Max-mini Branch-&-bound), em que
todas as possibilidades de topologias sé&o
verificadas, sendo escolhida a mais representativa
para explicar a relacdo evolutiva entre os
organismos (FERNANDES-MATIOLI, 2001).

Assim, podemos demonstrar o grau de
similaridade entre as sequéncias BgAlfa2 e
BgAlfa5 pertencentes a organismos relacionados,
como evidenciados pelo agrupamento
demonstrado na topologia das arvores, a qual
reline estes organismos num mesmo cluster.

A analise de expressdo permitiu a
amplificagcdo de dois transcritos referentes as
subunidades Alfa2 e Alfa5 de B. glabrata. Esse
tamanho esta de acordo com o esperado (400pb),
uma vez que os oligonucleotideos iniciadores
idealizados direcionam a amplificacdo para
produtos com esse peso molecular, para os dois
transcritos.

Conclusao

Ferramentas de bioinformatica foram
eficazes na realizacdo de estudos de homologia
entre  sequéncias  codificantes para as
subunidades BgAlfa2 e BgAlfa5 pertencentes ao
complexo proteico proteassoma 20S de
Biomphalaria glabrata, demonstrando ser uma
ferramenta muito Util para o caracterizacdo destes
organismos.

As andlises evolutivas permitiram uma
melhor compreensao acerca da conservagao entre
diferentes sequéncias BgAlfa2 e BgAlfab
pertencentes diferentes organismos ao longo da
escala evolutiva.

Existe um alto grau de similaridade entre
as sequéncias analisadas, sendo estas muito
conservadas dentre todos 0s organismos
analisados. Esse fato sugere que estas
subunidades, desempenham funcgdes essenciais
para o desenvolvimento e sobrevivéncia destes
organismos.

A analise de expressdo permitiu a
identificacdo de apenas um transcrito para a
subunidade BgAlfa2 e BgAlfa5 pertencente a B.
glabrata.
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