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RESUMO

A esquistossomose é um problema de saude publica muito comum nas regides tropicais
ou subtropicais do globo. No Brasil, 0 agente etiolégico da esquistossomose € o
Schistosoma mansoni, uma das principais espécies do género responsaveis pelo alto
indice de morbidade e impacto socioeconémico provocados pela doenca. Esse parasito
possui um ciclo biolégico complexo envolvendo dois hospedeiros: um definitivo
mamifero, que inclui os seres humanos, e um hospedeiro intermediario, representados,
no Brasil, por moluscos do género Biomphalaria. Existem muitos estudos publicados
abordando a analise proteémica de alguns estagios de vida desse platelminto, porém a
caracterizacdo protedmica em larga escala da fase larval de vida livre, a qual infecta o
hospedeiro invertebrado, ainda é muito restrita. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar o proteoma sollvel e de membrana do miracidio de S. mansoni.
Os ovos foram recuperados a partir da digestao triptica dos figados de camundongos
BALB/c infectados. As proteinas sollveis foram obtidas por intermédio da
homogeneizacdo da larva em tampdo Tris-HCI pH 7,5 contendo inibidores de proteases
e a fracdo de membrana recuperada por centrifugacdo. Em ambos os extratos foi
adicionado surfactante para garantir uma melhor solubilizacdo das proteinas
hidrofobicas. Os peptideos oriundos da digestdo triptica das proteinas foram analisados
por nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. Ao todo, 2.555
sequéncias de proteinas foram identificadas. As analises individuais dos proteomas
solivel e de membrana forneceram 1.604 e 1.947 identidades, respectivamente. A
categorizacdo funcional das proteinas ocorreu via Gene Ontology, sendo possivel
detectar uma variedade de vias metabolicas e de sinalizacdo celular nesse estagio larval.
Um conjunto seleto de peptideos, tais como NPP-1 prepropeptide\x3b Putative
neuropeptide e neuropeptide Y prohormone 1, bem como proteinas relacionadas ao
sistema nervoso do parasito foram identificados, pioneiramente, nesse trabalho. A
quantificacdo label free das proteinas totais, por sua vez, determinou a abundancia
relativa de 642 biomoléculas, as quais incluem proteinas de membranas, proteinas
secretadas, proteinas Venom Allergen-Like e proteases. A analise protedmica shotgun
dessa fase larval de S. mansoni contribuiu para o melhor entendimento da composigéo
molecular do parasito e apontou vias que podem ser de particular interesse no contexto

da relacéo parasito-hospedeiro.

Palavras-chave: miracidio, Schistosoma mansoni, protedmica, shotgun.
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ABSTRACT

Schistosomiasis is a very common public health problem in tropical or subtropical
regions worldwide. In Brazil, the etiologic agent of schistosomiasis is Schistosoma
mansoni, one of the major species of the genus responsible for the high morbidity index
and socioeconomic impact caused by the disease. This parasite has a complex biological
cycle involving two hosts: a mammalian definitive host, including human beings, and
an intermediate host, represented in Brazil by mollusks of the genus Biomphalaria.
There are many published studies approaching the proteomic analysis of some stages of
life of this flatworm, but the shotgun proteomic characterization of the free-living larval
phase, which infects the invertebrate host, is still very restricted. In this context, the aim
of this work was to characterize the soluble and membrane proteome of the miracidium
of S. mansoni. The eggs were recovered from tryptic digestion of the livers of infected
BALB/c mice. Soluble proteins were obtained through homogenization of the larvae in
pH 7.5 Tris-HCI buffer containing protease inhibitors and the membrane fraction
recovered by centrifugation. In both extracts surfactant was added to ensure a better
solubilization of the hydrophobic proteins. The peptides from tryptic digestion of
proteins were analyzed by nano-liquid chromatography coupled to mass spectrometry.
In all, 2,555 protein sequences were identified. Individual analysis of the soluble and
membrane proteomes provided 1,604 and 1,947 identities, respectively. The functional
categorization of proteins occurred via Gene Ontology, being possible to detect a range
of metabolic and cell signaling pathways at this larval stage. A select set of peptides,
such as NPP-1 prepropeptide\3 Putative neuropeptide and neuropeptide Y prohormone
1, as well as proteins related to the parasite’s nervous system were first identified in this
work. The label free quantification of total proteins, in turn, determined the relative
abundance of 642 biomolecules, which include membrane proteins, secreted proteins,
Venom Allergen-Like proteins and proteases. The shotgun proteomic analysis of this
larval stage of S. mansoni added to the better understanding of the molecular
composition of the parasite and pointed to pathways that may be of particular interest in
the context of the host-parasite relationship.

Keywords: miracidium, Schistosoma mansoni, proteomics, shotgun.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose é um problema de saude publica que atinge cerca de 240
milhdes de individuos em todo o mundo (TURNER et al., 2017). Essa doencga tem como
agente etioldgico platelmintos do género Schistosoma e ocupa uma posi¢do no ranking
das doencas tropicais negligenciadas. Segundo a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), 66,5 milhdes de pessoas foram tratadas com esquistossomose em 2015 e
estima-se que mais de 700 milhdes estejam sujeitas a contrair a doenca (TURNER et
al., 2017; WHO, 2017). O Brasil esta entre os 78 paises afetados, que incluem os paises
da Africa, América do Sul, Caribe, Oriente Médio e Asia (Fig. 1) (OLVEDA, D. U. et
al., 2014; WHO, 2017). A esquistossomose humana pode ser provocada por cinco
espécies diferentes — S. mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. mekongi e S.
intercalatum, sendo que as trés primeiras sdo as principais responsaveis pela alta taxa de
mortalidade associada a doenga (OLVEDA, D. U. et al., 2014).

0000
i)
0 000 0

Il High (prevalence > 50%) ] Countries requiring evaluation of schistosomiasis status O %

B Moderate (prevalence 10%-49%) in order to verify if interruption of transmission has been achieved /
n [ Low (prevalence < 10%) Non-endemic countries
[ Not applicable

Figura 1: Distribuicdo geografica da esquistossomose no mundo em 2012. A prevaléncia da doenca varia
com a intensidade de cor, conforme a legenda. Quanto mais intenso o verde naquele local, maior a
prevaléncia da doenca (WHO, 2017).

A bilharziase pode ser classificada em duas fases, de acordo com os sintomas
clinicos que ela apresenta. A fase aguda normalmente acontece concomitantemente a

penetracao das cercarias e as etapas subsequentes de migracao do parasito. As principais



manifestacdes da fase aguda envolvem: a coceira do nadador, a dermatite cercariana, a
broncopneumonia e a sindrome de Katayama. A primeira é uma inflamacdo local
acompanhada de edema e capilares dilatados. A dermatite cercariana, por sua vez, é
uma erupcdo cutanea que se apresenta no local de invasdo da larva, assim como ocorre
na coceira do nadador (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013). Cerca de 70% dos
pacientes infectados com Schistosoma mansoni retratam sintomas respiratorios, que se
manifestam devido a migracdo dos esquistossomulos pelo pulmdo (BARSOUM;
ESMAT; EL-BAZ, 2013; ROSS et al., 2002). Entre 4-8 semanas apés a infeccdo, 0s
individuos doentes podem apresentar febre, fadiga, mialgia, mal-estar, eosinofilia,
artralgia e crioglobulinemia — febre de Katayama (BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ,
2013; GRYSEELS et al., 2006). Os pacientes que ndo conseguem se recuperar apos 2-
10 semanas, podem evoluir para um quadro clinico mais grave, que engloba perda de
peso, dispneia, diarreia, dor abdominal difusa, toxemia, hepatoesplenomegalia e

erupgdes cutaneas generalizadas (GRYSEELS et al., 2006).

A fase crbnica da esquistossomose mansoénica é resultado da retencdo dos ovos
nos tecidos do hospedeiro humano, a qual provoca uma reacdo granulomatosa como
resposta do sistema imune aos antigenos secretados pelo ovo. As manifestacOes
intestinais mais comuns dessa fase consistem em diarreia com e sem sangue, dor
abdominal, hiperplasia, ulceracdo, formacdo de microabscessos e polipose. Ainda no
inicio da infec¢do crénica, o figado apresenta um aumento anormal de seu volume. Ja a
fibrose periportal em S. mansoni, leva de 5-15 anos para se desenvolver, podendo causar
a obstrucdo do fluxo sanguineo, hipertensdo portal, esplenomegalia, circulacdo venosa
colateral e varizes intestinais (GRYSEELS et al., 2006; ROSS et al., 2002).

Segundo a OMS, o teste diagnostico recomendado para o controle da doenca é o
método de Kato-Katz, que € fundamentado na detecgédo de ovos viaveis em amostras de
40-50 mg de fezes (COLLEY et al., 2014; ROSS et al., 2002). Entretanto, 0 emprego
desse Unico teste pode ndo ser a melhor escolha para o diagndstico da esquistossomose,
visto que, em alguns casos, os individuos infectados podem exibir um nimero bastante
reduzido de ovos nas fezes (ROSS et al., 2002). Sendo assim, foi proposta uma
alternativa que combina a analise de trés laminas pela técnica de Kato-Katz ao
diagnostico soroldgico de ELISA (IgG anti-S. mansoni) para aumentar a sensibilidade
do método (ELBAZ; ESMAT, 2013). Testes soroldgicos, a técnica de PCR para a

deteccdo de DNA circulante e a procura de marcadores bioquimicos de fibrose hepatica
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também sdo ferramentas disponiveis para o estudo do caso clinico do paciente. Em
ultimo caso, pode ser feita a biopsia da mucosa retal, do intestino e do figado (ELBAZ;
ESMAT, 2013; ROSS et al., 2002).

O praziquantel é o quimioterapico preferencialmente utilizado no tratamento da
esquistossomose (COLLEY et al., 2014). Ainda ndo se sabe ao certo 0 mecanismo de
acdo dessa droga, mas acredita-se que ela provoque a formacdo de vacuolos no
tegumento do verme adulto, além de promover uma contragdo tetanica do parasito, em
decorréncia do influxo de calcio resultante da alteragdo da funcio dos canais de Ca*
dependentes de voltagem. Esses eventos expdem componentes extrateciduais do
Schistosoma ao sistema imune do hospedeiro, contribuindo com a sua morte (ROSS et
al., 2002; SILVA, V. B. R. DA et al., 2017). A administracédo de duas a trés doses de 20
mg/kg de massa corporal é o indicado para o tratamento da doenca, mas uma Unica dose
oral de 40 mg/kg tem sido utilizada com eficacia pelos programas de controle
(COLLEY et al., 2014; ROSS et al., 2002). Por ser incapaz de matar esquistossomulos,
a acdo sinérgica do praziquantel com farmacos antimalaricos pode ser necessaria para
auxiliar nessa fungéo (ELBAZ; ESMAT, 2013; ROSS et al., 2002). Outra intervencao
terapéutica para esquistossomose mansdnica € a oxamniquina, porém sua
disponibilidade é restrita (ROSS et al., 2002).

1.2 O ciclo biolégico do S. mansoni

Os esquistossomos possuem um ciclo de vida heteréxeno complexo, dividido em
fase sexuada e assexuada (Fig. 2). Os vermes do género sdo dioicos, diferentemente dos
outros parasitos da sua classe — Trematoda (GRYSEELS et al., 2006). Os hospedeiros
intermediarios das principais espécies de Schistosoma, as quais tém como hospedeiro
definitivo o ser humano, sdo moluscos dos géneros Biomphalaria, Bulinus, Neotricula e
Oncomelania (WEERAKOON et al., 2015). No Brasil, a fase assexuada da
esquistossomose mansonica ocorre em caramujos das espécies B. glabrata, B. straminea
e B. tenagophila (FONSECA et al., 2014).

Na fase sexuada do ciclo, vermes adultos macho e fémea, que se alojam no
plexo venoso mesentérico do hospedeiro vertebrado, encontram-se pareados, dando
inicio a ovoposicdo (COLLEY et al., 2014; GRIMES et al., 2015). Nesse estagio de
vida, os parasitos se alimentam, por meio da glicélise anaerdbica, de eritrécitos do

hospedeiro e centenas de ovos sdo produzidos diariamente pela oxidacdo de acidos
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graxos (COLLEY et al., 2014; GRIMES et al., 2015; GRYSEELS et al., 2006). A via
de sinalizacdo do TGF-p e de proteinas tirosina quinases parecem regular o processo de
emparelhamento, bem como o de proliferacdo, de diferenciacdo e de expressao de genes
das células vitelinas e embriogénese do ovo (LOVERDE, Philip T.; ANDRADE;
OLIVEIRA, G., 2009).

Os ovos podem ficar retidos no figado ou intestino do hospedeiro, causando uma
reacdo inflamatoria provocada pela secrecdo de enzimas proteoliticas produzidas pelo
miracidio. Durante a migracdo intestinal, essas substancias podem, eventualmente,
facilitar a eliminacdo dos ovos pelas fezes (COLLEY et al., 2014; GRYSEELS et al.,
2006). Uma série de fatores influencia na eclosdo dos ovos, tais como os estimulos
quimicos e luminosos, a pressdo osmotica, a temperatura e a velocidade da agua. Os
miracidios liberados nas cole¢es hidricas nadam a uma velocidade de 2 mm/s, por,
aproximadamente, seis horas em busca do hospedeiro invertebrado, penetrando
preferencialmente na base das suas antenas e na massa cefalopodal (MASAMBA et al.,
2016; WALKER, 2011).

No tegumento do caramujo, essa forma larval se diferencia assexuadamente em
esporocistos primarios, que, sucessivamente, ddo origem aos esporocistos secundarios.
Esses migram dos musculos da regido cefalopodal para as glandulas digestivas ou
hepatopancreas, possibilitando a formacdo das cercarias (MASAMBA et al., 2016).
Cerca de 250 a 600 delas sdo produzidas diariamente de um molusco infectado, sendo
um unico miracidio capaz de gerar mais de 20.000 cercérias (GRIMES et al., 2015). A
procura pelo hospedeiro definitivo e a eficiéncia da infeccdo dependem das condigdes
ambientais, como a turbuléncia da agua e a sombra, além de estimulos quimicos, como
acido linoleico, arginina e ceramidas presentes na pele do hospedeiro. Essa busca pode
durar até 72 h, enquanto durarem suas reservas de glicogénio (GRYSEELS et al., 2006;
WALKER, 2011).

Ap0s penetrar a pele do hospedeiro mamifero, onde ficam por no minimo 48 h,
as cercarias perdem a calda bifurcada e o glicocalix, para dar lugar a uma membrana
externa de bicamada dupla e a outras glicoproteinas, originando os esquistossémulos
(WALKER, 2011). As larvas da pele ganham a circulagdo sanguinea, passam pelos

pulmdes, migram até o figado e no sistema porta-hepatico se pareiam apds a maturacao



sexual. Depois de 4-6 semanas na Vveia porta, deslocam-se até as vénulas mesentéricas,
dando continuidade ao ciclo (GRYSEELS et al., 2006).
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Figura 2: Ciclo bioldgico dos vermes do género Schistosoma. S&o representados os ciclos de vida das
trés principais espécies que infectam o ser humano. Adaptado de ROSS et al., (2002).

1.3 O miracidio de S. mansoni
O miracidio de S. mansoni corresponde a fase larval de vida livre que infecta o

hospedeiro intermediario do género Biomphalaria. Apesar do tamanho — 136 + 3 um de

comprimento e 54 £ 1 um de largura, exibe uma estrutura bastante complexa (EKLU-



NATEY et al., 1985). O miracidio apresenta uma organizacédo celular bem definida, que
consiste de oito sistemas principais: sistema epitelial, terebratorium, glandulas de
penetracdo, musculatura, células intersticiais, sistema excretor, sistema nervoso e

células germinativas (PAN, 1980).

Figura 3: Imagem DIC do miracidio de S. mansoni. A figura mostra a grande quantidade de cilios que
essa larva possui. Barra da escala, 20 um (BAHIA et al., 2006).

O sistema epitelial é formado pelas placas e cristas epidérmicas. Essa larva €
revestida por 21 placas epidérmicas ciliadas, distribuidas em quatro camadas: a primeira
camada contendo seis placas (Fig. 4D), a segunda contendo oito ou nove, a terceira
contendo quatro e a ultima contendo trés (EKLU-NATEY et al., 1985; PAN, 1980).
Entre as placas, encontram-se cristas epidérmicas ndo ciliadas, as quais dividem o
parasito tanto longitudinalmente (com exceg¢do da primeira camada), quanto
latitudinalmente, separando o corpo do miracidio em trés anéis transversais — anel
anterior, anel médio e anel posterior (EKLU-NATEY et al., 1985). As cristas e as placas
epidérmicas estdo conectadas umas as outras por juncdes septadas e ambas apresentam,
em suas superficies, microvilosidades (~50 nm de altura e diametro) (EKLU-NATEY et
al., 1985; SAMUELSON; CAULFIELD, 1985).



Figura 4: Imagens de microscopia eletrdnica e confocal do miracidio. (A) Micrografia eletrénica de um
corte sagital da porcéo anterior desse estagio larval, mostrando as glandulas apical e laterais (x5.390). (B)
Imagem de microscopia eletrénica de uma secdo sagital da larva, exibindo as glandulas apical e lateral e a
massa neural (x2.940). (C) Imagem de microscopia confocal retratando os neurdpilos (verde), os nicleos
dos ganglios nervosos (cinza) e os musculos e as células-flama (magenta) dessa fase larval, pela
coloracdo com anti-sinapsina, DAPI e faloidina, respectivamente. (D) Micrografia confocal da
extremidade anterior do miracidio corada com anti-phospho S/T (verde) e faloidina (magenta),
salientando o terebratorium e as placas epidérmicas da primeira camada. (E) Células germinativas
(asteriscos) e cilios evidenciados pela coloragdo com B-tubulina. Barras da escala, 10 um. Adaptado de
COLLINS et al., (2011); PAN, (1980).

Os inameros cilios méveis que surgem das placas epidérmicas possuem, cada
um, dois microtibulos centrais e nove pares de microtibulos circundantes (Fig. 3 e Fig.
4E) (PAN, 1980). Eles medem de 4-12 um na primeira camada e cerca de 12 pum nas
demais, permitindo o deslocamento dessa forma larval na busca pelo hospedeiro
invertebrado (EKLU-NATEY et al.,, 1985). Corpos ovais a redondos, densos em
elétrons e associados a membrana situam-se entre as raizes ciliares. Logo abaixo, existe
uma camada de mitocdndrias banhada pelo citoplasma das placas epidérmicas, o qual

possui uma textura granular e particulas de glicogénio. O citoplasma é delimitado



inferiormente pela superficie basal das placas, que se liga através da lamina basal as

fibras musculares por intermédio das méculas aderentes (PAN, 1980).

Os corpos celulares das cristas epidérmicas ndo ciliadas localizam-se na
extremidade posterior do miracidio e estdo unidos a elas por pontes citoplasmaticas.
Essas células possuem, em média, de dois a trés nucleos redondos com nucléolos
proeminentes. Ao redor do nulcleo, encontram-se organelas, como o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e o aparelho de Golgi. Um numero consideravel de
mitocondrias estd presente na periferia dos RERs. O citoplasma dessas células,
relativamente denso em elétrons, é preenchido por particulas de glicogénio e vesiculas
associadas a membrana. Tais vesiculas parecem estar relacionadas ao armazenamento
de membrana para producdo do tegumento na transformacdo do miracidio em

esporocistos primarios (PAN, 1980).

A porgdo anterior da larva exibe uma estrutura chamada terebratorium ou papila
anterior, que é bem caracteristica nas diferentes espécies de Schistosoma (Fig. 4D). O
terebratorium de S. mansoni se assemelha a um favo de mel visto por microscopia
eletrbnica de varredura e constitui-se de um aglomerado de expansdes citoplasmaticas
entrelacadas, como pequenas ventosas que facilitam a fixacdo dessa fase larval no
molusco (EKLU-NATEY et al., 1985; LOVERDE, P.T., 1975; PAN, 1980). A papila
anterior apresenta pelo menos 12 receptores sensoriais em sua superficie, além de trés
aberturas de glandulas, sendo que duas delas situam-se na sua base, proximo a primeira

camada de placas epidérmicas (PAN, 1980).

Essas trés glandulas unicelulares que abrem no terebratorium ocupam um
volume consideravel da extremidade dianteira do miracidio que antecede a massa neural
(Fig. 4A e Fig. 4B). Todas elas, uma glandula apical e duas laterais, incluem um corpo
celular e um ducto secretério. A glandula apical possui quatro nucleos de forma
irregular envolvidos por ribossomos livres e por RERs. Seu citoplasma é repleto de
goticulas secretdrias redondas, associadas & membrana e de tamanhos distintos, além de
particulas de glicogénio, aparelhos de Golgi e mitocondrias. As duas glandulas laterais
exibem uma composicdo muito parecida com a da glandula apical, entretanto,
compreendem apenas um nucleo redondo cada e suas gotas secretdrias sa0 menores e

menos densas em elétrons (PAN, 1980). A coloracdo desse estagio de vida com PNA



evidencia essa heterogeneidade, por mostrar uma diferenca na quantidade de lectinas
das glandulas apical e laterais (COLLINS et al., 2011).

O tecido muscular do miracidio é constituido por uma camada longitudinal
interna, e uma camada circular externa, que contorna praticamente todo o corpo do
parasito (Fig. 4C) (PAN, 1980). As miofibrilas da camada longitudinal se apresentam
como seis fitas de aproximadamente 2,4-4,3 um de largura, que confluem na metade
posterior da larva. As fibras musculares da camada circular, por sua vez, possuem 1 pm
de espessura e estdo a 1,4 um de distancia umas das outras (BAHIA et al., 2006). Uma
zona fibrilar externa e uma zona afibrilar interna compdem a miofibrila. A zona fibrilar
consiste dos filamentos finos e grossos, enguanto que a zona afibrilar abrange o ndcleo
oval com nucléolo pequeno e com pouca heterocromatina, varias mitocondrias,
goticulas lipidicas e particulas de glicogénio. O reticulo sarcoplasmatico encontra-se

preferencialmente nos arredores das fibras musculares (PAN, 1980).

Essa fase larval ndo se alimenta no ambiente aquatico e pelo menos 20 células
parecem manter seu estoque de energia (PAN, 1980; WALKER, 2011). As células
intersticiais, como sdo chamadas, estdo localizadas entre os corpos celulares das cristas
epidérmicas ndo ciliadas e abaixo do anel neural. Delas prolongam-se processos que
permeiam as células germinativas, as células-flama e os tubulos excretores, 0s nervos e
0s neurdnios. Essas células de formato irregular apresentam um nucleo pequeno e um
citoplasma contendo RERS, ribossomos, muitas mitocondrias, particulas de glicogénio e
gotas lipidicas. Evidéncias de que manchas dos RERs estendem dos processos das
células intersticiais, somadas a presenca de organelas e moléculas ligadas a producéo de

energia, reforcam a funcéo dessas células (PAN, 1980).

O sistema excretor do miracidio compreende dois pares de células-flama
formados, cada unidade, por um corpo celular, no qual fica o nicleo achatado, e um
cilindro oco que circunda inumeros cilios (Fig. 4C) (BAHIA et al., 2006; PAN, 1980).
O cilindro oco provavelmente corresponde aos tabulos ricos em actina, preenchidos
com tubulina, mencionados por BAHIA (2006) e colaboradores. Das células-flama
emergem, de cada lado do corpo da larva, os tubulos excretores, que convergem no
tubulo comum. Esses vao ao encontro das vesiculas excretoras que, por sua vez,
terminam nos dois poros excretores posicionados & mesma distancia nas cristas entre as
placas da terceira camada (EKLU-NATEY et al., 1985; PAN, 1980).



O sistema nervoso central desse estagio de vida é composto por uma camada de
neurbnios de pequenos nucleos ovoides, que englobam axo6nios e dendritos para formar
a massa ou anel neural (Fig. 4B e Fig. 4C) (COLLINS et al., 2011; PAN, 1980).
Surpreendentemente, essa massa neural corresponde a cerca de 10% do volume do
parasito (PAN, 1980). Adicionalmente, o sistema nervoso apresenta alguns corddes
nervosos localizados na porgéo anterior da larva e outros dois na extremidade posterior,
sendo eles um corddo dorsal e outro ventral (COLLINS et al.,, 2011). Vesiculas
sinapticas neurosecretoras de tamanhos e composicoes diferentes (tipos A, B, Ce D) e

organelas sensoriais também fazem parte desse sistema (PAN, 1980).

Segundo PAN (1980), existem seis tipos de organelas sensoriais, que sao:
terminacdo nervosa “cova-profunda” multiciliada, termina¢ao nervosa uniciliada, papila
lateral, organela sensorial sacular multiciliada, terminagdo nervosa ‘“cova-rasa”
multiciliada e papila sensorial multiciliada. As duas primeiras encontram-se no
terebratorium, em nimero de quatro e oito (no minimo), respectivamente (PAN, 1980).
EKLU-NATEY (1985) e colaboradores relataram de 10-12 receptores uniciliados na
papila anterior do miracidio de S. mansoni. Duas papilas laterais localizam-se,
simetricamente, na crista do anel anterior e a frente de uma terminacdo nervosa
uniciliada (EKLU-NATEY et al., 1985; PAN, 1980). Entre a papila lateral e a organela
sensorial sacular multiciliada, posiciona-se uma terminagdo nervosa ‘“cova-rasa”
multiciliada. Por volta de 12 papilas sensoriais multiciliadas situam-se no anel médio
(PAN, 1980).

Na porcdo posterior dessa fase larval, as células germinativas ostentam um
nacleo oval de 3 pm ocupando uma fracdo significativa da célula, que tem
aproximadamente 5 pm de diametro e estd embebida pelo citoplasma rico em
ribossomos e mitocondrias, além de alguns aparelhos de Golgi, RERs e particulas de
glicogénio (Fig. 4E) (PAN, 1980). Morfologicamente, essas células se assemelham, em
alguns aspectos, aos neoblastos das planarias. Embora existam controvérsias quanto a
capacidade de regeneracdo dos vermes amputados, tal como ocorre com as planarias, as
células germinativas possuem em comum algumas proteinas dos neoblastos, como as
proteinas da familia das argonautas e proteinas Vasa-like. Ao que tudo indica, existem
dois grupos de células germinativas nos esporocistos-mée (nanos’ e nanos’) que ou
estédo envolvidas com a diferenciacdo dos esporocistos ou que desempenham sua fungéo

como células-tronco (WENDT; COLLINS, 2016). Sendo assim, essas células serdo
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responsaveis pelo encadeamento do ciclo, uma vez que a presenca de muitos
ribossomos em seu citoplasma viabilizard a sintese proteica para a producdo assexuada
dos esporocistos (PAN, 1980).

1.4 Genoma, transcriptoma e proteoma de S. mansoni

Com o intuito de investigar novos alvos terapéuticos para o tratamento da
doenca, desenvolver vacinas e propor testes diagnosticos melhorados, a OMS iniciou,
em 1994, o Projeto Genoma do Schistosoma (BALKOM et al., 2005; HU et al., 2004;
LOVERDE, Philip T. et al., 2004). Nesse ano, aconteceu o primeiro encontro da SGN
(Schistosome Genome Network), que listou algumas propostas que iriam viabilizar uma
melhor compreensdo da organizacdo do genoma do Schistosoma, bem como
proporcionar a base molecular da interacdo parasito-hospedeiro e, assim, possivelmente
alcancar esse objetivo. Entre elas, estava catalogar novos genes do parasito, criar bancos
de dados acessiveis ao publico e desenvolver a bioinforméatica (BALKOM et al., 2005;
LOVERDE, Philip T. et al., 2004).

Esse evento foi o estopim para o surgimento de trabalhos que visassem o
sequenciamento do genoma, transcriptoma e proteoma do parasito e foi nesse contexto
que surgiu o primeiro estudo do transcriptoma do S. mansoni, publicado em 1995.
FRANCO (1995) e colaboradores construiram uma biblioteca de cDNA de vermes
adultos, da qual foram obtidas 607 ESTs (Expressed Sequence Tags) a partir de 429
clones diferentes. Dos 169 genes encontrados, 15 correspondiam a genes ja
identificados e outros 154 representavam genes novos (FRANCO et al., 1995;
LOVERDE, Philip T. et al., 2004; WILSON et al., 2006).

Alguns anos depois, em 2003, foram disponibilizados dois bancos de dados de
transcriptoma, um para o S. mansoni (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003) e outro
para o S. japonicum (HU et al., 2003), representando um progresso para a pesquisa em
protedmica do Schistosoma (VERJOVSKI-ALMEIDA; DEMARCO, 2008). Desse
primeiro trabalho, realizado por um consorcio brasileiro, foram obtidas 163.586 ESTs
para o transcriptoma de S. mansoni, das quais 151.684 foram produzidas utilizando
minibibliotecas de ORESTES dos seis estagios do ciclo bioldgico do parasito, enquanto
0s 11.902 reads restantes resultaram da biblioteca normalizada de cDNA do verme

adulto. Apos filtrarem esses dados, um nimero total de 30.988 ESTs foram montadas, o
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que os autores imaginaram corresponder a aproximadamente 92% do transcriptoma (HU
et al., 2004; VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003; WILSON et al., 2006).

No ano seguinte, foi publicada a primeira analise do proteoma do Schistosoma,
utilizando quatro fases do ciclo de vida do parasito. Essa abordagem consistiu na
separacdo por eletroforese bidimensional das proteinas sollveis de cercérias,
esquistossomulos, vermes adultos e ovos de S. mansoni, que eram, até 0 momento,
preparacOes antigénicas testadas em laboratério. Dos 40 spots mais abundantes
selecionados para cada amostra, foram identificadas 32 proteinas distintas. A
composicao das quatro amostras, por sua vez, ndo apresentou diferenca significativa, o
que revelou uma necessidade de buscar proteinas que sejam verdadeiramente
especificas de estagio para a efetividade dos ensaios imunoldgicos (CURWEN, Rachel
S.etal., 2004).

Em 2005, dois estudos protedmicos abordando outra estrutura/caracteristica do
S. mansoni foram publicados. O primeiro em maio, referindo-se a analise do sub-
proteoma do tegumento (BALKOM et al., 2005), e o segundo em agosto, discorrendo a
respeito da analise protedmica das secrecdes das cercarias (KNUDSEN, 2005).
BALKOM (2005) e colaboradores isolaram o tegumento dos vermes, separaram suas
proteinas por eletroforese unidimensional SDS-PAGE e, ap6s a digestdo triptica, 0s
peptideos obtidos foram submetidos a cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro
de massas para as analises em tandem. De um total de 740 proteinas identificadas,
considerando as amostras do tegumento e do “restante” do verme, 43 correspondiam a

proteinas especificas do tegumento (BALKOM et al., 2005).

Dois metodos diferentes foram utilizados pelo grupo de KNUDSEN (2005) para
a obtencdo das secrec¢Bes cercarianas. Em um dos métodos, as secre¢fes das cercérias
foram liberadas em resposta ao estimulo dos lipideos da pele humana, mimetizando o
estimulo bioldgico. Foram encontradas 72 proteinas, as quais estavam envolvidas em
processos como a regulacao e ligacdo de calcio, a via glicolitica e as trés isoformas da
elastase. O outro método alternativo consistiu na inducdo da secrecdo pela
transformacdo mecénica das larvas. Constatou-se a presenca de 85 proteinas, dentre elas
as trés isoformas da elastase, as proteinas motoras, as proteinas do choque térmico e as

proteinas do citoesqueleto. Assim como no trabalho supracitado, as proteinas de ambas
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as amostras foram separadas por SDS-PAGE, digeridas e analisadas por LC-MS/MS
(KNUDSEN, 2005).

Passados dois anos, foram disponibilizados os proteomas da transformacéo
larval de dois parasitos do molusco da espécie B. glabrata: S. mansoni e Echinostoma
caproni. As proteinas liberadas nas primeiras 24 h da transformacdo em cultura do
miracidio a esporocisto-mae foram separadas por eletroforese bidimensional. A partir
das analises nanoLC-MS/MS dos 25 spots mais abundantes para S. mansoni, foram
identificadas sete proteinas envolvidas em fungdes metabdlicas, na eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio e com a ligacdo de célcio (GUILLOU et al., 2007; WU,
X.-J. et al., 2009).

Ainda em 2007, foi publicada a analise protedmica das secre¢fes dos ovos do
Schistosoma, utilizando, pela primeira vez para S. mansoni, protedmica MudPIT
(Multidimensional Protein Identification Technology). Para obtencdo das identidades,
0s peptideos das proteinas secretadas pelos ovos foram submetidos a uma cromatografia
de troca ibnica, seguida por uma cromatografia de fase reversa, acoplada ao
espectrometro de massas. As analises LC/LC-MS/MS forneceram 188 proteinas, das
quais 32 representavam proteinas ainda ndo caracterizadas. Essas estavam associadas,
de uma maneira geral, a producdo de energia, a sinalizacdo celular e a manutencdo do
balanco redox (CASS et al., 2007).

Finalmente, no ano de 2009, foi concluida a montagem do genoma draft de S.
mansoni (PROTASIO et al., 2012). O sequenciamento shotgun do genoma total das
cercarias gerou 5.745 scaffolds e, pelo menos, 11.809 genes putativos, codificando
13.197 transcritos, foram identificados. Do genoma nuclear de 363 Mb, 40% foram
representadas por sequéncias repetitivas, 43% corresponderam aos oito cromossomos de
S. mansoni (um sexual e sete autossomos), 15% da montagem do genoma foi atribuida
as repeticbes terminais longas (LTR) e 5% aos transposons ndo-LTR (BERRIMAN et
al., 2009). A sequéncia gendmica de S. japonicum foi disponibilizada nesse mesmo ano
(ZHOU, Y. et al., 2009), enquanto que o genoma de S. haematobium foi publicado sé
em 2012 (YOUNG, N. D. et al., 2012).

Em 2010, uma andlise comparativa do proteoma do ovo, utilizando uma
abordagem diferente daquelas mencionadas acima, foi publicada por MATHIESON;

WILSON (2010). Os autores propuseram uma metodologia de separacdo dos ovos
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imaturos e maduros em gradiente de Percoll e fracionamento dos ovos completamente
desenvolvidos em miracidios, proteinas secretadas dos ovos e “hatch fluid”, que seria o
fluido presente entre a casca do ovo e o envelope de von Lichtenberg e entre o envelope
e 0 miracidio. Para isso, as proteinas soluveis das cinco amostras foram separadas por
eletroforese 2D. As trés principais categorias encontradas para as quatro amostras, com
excecgdo das proteinas secretadas, foram, em ordem decrescente de nivel de expresséo,
as chaperonas, as proteinas motoras e as proteinas do metabolismo energético. As
secrecOes foram atribuidas as multiplas isoformas de um nimero pequeno de proteinas
(MATHIESON; WILSON, 2010).

Dando continuidade ao estudo das fracbes proteicas do ovo, alguns
pesquisadores sentiram a necessidade de estudar o esqueleto insollvel desse estagio de
vida do parasito. Nesse trabalho, os ovos foram lavados em quatro etapas com reagentes
de solubilidades diferentes e os peptideos tripticos oriundos da digestdo in-gel foram
analisados por cromatografia liquida acoplada ao espectrobmetro de massas. Das 118
proteinas imediatamente identificadas apds o isolamento da casca do ovo, somente 45
persistiram até a etapa final de purificacdo. Surpreendentemente, a maior parte das
identidades eram proteinas nao estruturais e ndo especificas do ovo (DEWALICK et al.,
2011).

Em janeiro de 2016 foi publicada a analise protebmica do miracidio de S.
mansoni. WANG, T. (2016) e colaboradores utilizaram um protocolo de purificacdo dos
ovos empregando colunas Percoll, com o intuito de minimizar as contaminagdes
oriundas do hospedeiro vertebrado. Os ovos isolados foram incubados em &gua
ultrapura, condicionada com carbonato de célcio por duas horas e as proteinas extraidas
dos miracidios eclodidos foram submetidas & eletroforese unidimensional. As analises
LC-MS/MS forneceram 1.910 identidades, entre proteases, proteinas VAL — Venom
Allergen-Like, receptores e proteinas envolvidas com o metabolismo energético
(WANG, T. etal., 2016).

Evidentemente, nesse intervalo de tempo, outras pesquisas foram desenvolvidas
abordando o proteoma do tegumento (CASTRO-BORGES, William et al., 2011) e das
secrecBes cercarianas de S. mansoni (CURWEN, R. S., 2006), por exemplo, além de
trabalhos protedmicos envolvendo o S. japonicum (CHENG et al., 2005). Entretanto,

foram evidenciados acima os estudos pioneiros de cada fase do ciclo bioldgico de S.
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mansoni. Sendo assim, pouco se sabe em termos protebmicos sobre a fase larval do
miracidio. Os dados disponiveis na literatura referem-se, principalmente, & morfologia
desse estdgio de vida, possivelmente devido a dificuldade de se obter grandes

quantidades de amostra.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi aumentar o repertorio de proteinas
conhecidas do miracidio de S. mansoni, mediante caracterizacdo proteémica em larga
escala dos extratos soltvel e de membrana da larva. Os resultados dessa abordagem
agregam conhecimento a biologia desses animais e respaldam a elucidacdo dos
mecanismos de adaptacdo do parasito ao hospedeiro e a variacdo das condicbes
ambientais. Espera-se que o presente estudo possa contribuir, futuramente, para a
elaboracdo de estratégias capazes de interromper o ciclo do Schistosoma ainda dentro do

(0)V/oR
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar o proteoma do miracidio de S. mansoni em larga escala utilizando

metodologia de anélise protedmica.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar a composicao proteica da fracdo solivel do miracidio de S. mansoni;

e Determinar a composicao proteica do extrato de membrana do miracidio;

e Categorizar as proteinas de ambas as fracfes por meio de ferramentas de
bioinformatica;

e Quantificar as proteinas soluveis e de membranas dessa larva por espectrometria
de massas;

e Identificar proteinas relacionadas ao sistema nervoso do parasito.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Declaracao de ética para manuseio de animais

Todos os experimentos realizados com animais estavam de acordo com o
protocolo n° 2011/55, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP), preservando a integridade e o
bem-estar deles conforme as orientacdes do comité. No decorrer do experimento, 0s
camundongos foram mantidos em microisoladores com ambiente climatizado (18-26°C)

e periodos de luz de 12 horas/24 horas, recebendo agua filtrada e racdo a vontade.

3.2 Obtencao da fase larval miracidio de S. mansoni

Para a infeccdo com S. mansoni e obtencdo do miracidio, camundongos da
linhagem BALB/c (Mus musculus) foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP), campus Ouro Preto, com cerca de
quatro a cinco semanas de nascimento e pesando de 20,0 a 25,0 g. Inicialmente, 0s
animais receberam anestesia por administragdo via intraperitoneal de cloridrato de
xilazina 20,0 mg/kg e cloridrato de cetamina 80,0 mg/kg. Quando em analgesia, tiveram
suas caudas mergulhadas em agua, a fim de facilitar a penetracdo das cercarias. Em
seguida, foram posicionados em decubito ventral com a cauda envolvida em anel de aco
inoxidavel (1,9 cm de didmetro externo, 1,7 cm de profundidade), previamente vedado
em uma das extremidades por uma fita adesiva. Cercéarias de S. mansoni da linhagem
LE, gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Malacologia do Centro de Pesquisas René
Rachou — Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgRR/FIOCRUZ), em Belo Horizonte, foram
diluidas em agua filtrada e 2 mL dessa solucdo, contendo 250 cercarias, foram

adicionados aos anéis. A exposi¢do ao parasito durou 30 minutos.

Aproximadamente 45 dias apos a infec¢do, os camundongos foram eutanasiados
por administracgdo via intraperitoneal de cloridrato de xilazina a uma dose de 60,0 mg/kg
e cloridrato de cetamina a uma dose de 240,0 mg/kg. O sistema porta-hepatico dos
animais foi perfundido com meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), contendo HEPES 20
mM (Sigma-Aldrich) e 4 U/mL de heparina, segundo descrito por SMITHERS; TERRY
(1965), com algumas modifica¢fes. Os figados foram extraidos para processamento
com auxilio de um liquidificador, na presenca de Na,HPO,4 0,895% (p/v) e KH,PO,
0,045% (p/v), pH 8,3 (Fig. 5). Em seguida, adicionou-se 20,0 mg de tripsina (Trypsin

from porcine pancreas tipo IX-S — Sigma-Aldrich) a cada dez figados. O homogenato
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foi mantido a 37°C, sob agitacdo, por cerca de trés horas. Os ovos foram recolhidos por
tamisacdo da mistura em peneiras de 50 mesh e 80 mesh e decantados em gral, com
movimentos circulares, em solugédo de NaCl 0,85% (p/v). Posteriormente, eles foram
lavados nessa solucdo e, finalmente, incubados em agua filtrada a temperatura ambiente,
na presenca de luz e oxigénio, por volta de uma hora. Essa incubacao foi realizada em
um bal&o volumétrico de 100 mL, envolto em parte por um papel preto, de forma que
aproximadamente 2,0 cm do recipiente ficassem expostos a luz, criando um gradiente de
luz e forcando a localizacdo das larvas na sua parte superior. Os miracidios liberados
pela eclosdo dos ovos foram transferidos para um tubo tipo falcon de 15 mL e
submetidos a um banho de gelo para decantacdo. O excesso de agua foi retirado, os
miracidios foram transferidos para microtubos, congelados em nitrogénio liquido e

armazenados a -20°C para uso posterior.

N A

Camundongos BALB/c Perfus&o com meio RPMI Digestéo
infectados com (HEPES 20 mM, heparina (20,0 mg de tripsina,
S. mansoni 4 U/mL) e processamento 37°C, ~3h)
Miracidios
— 300 um > —_—
— 180 um
Tamisagao Decantagao dos ovos Eclos&o dos miracidios
(NaCl 0,85% (p/v)) (TA, ~1h)
U
Decantagéo dos Miracidios
miracidios em banho de
gelo

Figura 5: Fluxo de trabalho para a obtencdo da larva. Sao representadas desde a etapa inicial de infecgéo
dos camundongos até a obtengdo dos miracidios de S. mansoni. TA: Temperatura Ambiente.
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3.3 Preparacao das fragdes proteicas do miracidio
3.3.1 Extragéo das proteinas soluveis

Miracidios, provenientes de ovos de 19 figados de camundongos infectados com
S. mansoni, foram utilizados para producdo do extrato proteico sollivel por sonicagao
em tampdo contendo Tris-HCI 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM e PIC P8340 1% (v/v)
(Sigma-Aldrich) (Fig. 6). Foram realizados dois ciclos de 30 pulsos (100 ms) em banho
de gelo, output control 5, utilizando o Branson Sonifier 250 (Branson Ultrasonics), com
intervalo de 1 min entre as séries. Em seguida, a preparacdo foi submetida a uma
centrifugacdo a 20.000 x ¢, a 4°C, durante 90 min e o sobrenadante recolhido e

armazenado a -20°C para analises subsequentes.

3.3.2 Recuperacao da fracdo de membrana

Para a obtencdo da fracdo de membrana, repetiu-se o procedimento descrito em
3.3.1, porém, os miracidios utilizados para esse fim eram oriundos de ovos de 30
figados de camundongos infectados (Fig. 6). O pellet remanescente da centrifugacéo foi,
portanto, ressuspendido na presenca de Tris-HCI 25 mM pH 7,5, DTT 1 mM e PIC
P8340 1% (v/v) (Sigma-Aldrich), aléem de homogeneizado em banho de gelo, utilizando
0 Branson Sonifier 250 (Branson Ultrasonics) em uma série de 20 pulsos (100 ms),
output control 5. O homogenato foi imediatamente centrifugado a 20.000 x g, a 4°C,

por 90 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet armazenado a -20°C até a sua

utilizacdo.
U Pellet
Sonicagéo: 2 ciclos de 30 pulsos . ~
(A)T] —»  (Tris-HCI25mMMpH 7,5, —» 20 ch”t”f:‘o%a‘?gg il
DTT 1 mM, PIC 1% (V/v)) (20.000 g, 4°C, 90 min) “~a
Extrato
. soluvel
Miracidios \,&
==
(B) ’
Sonicacgéo: 1 ciclo de 20 pulsos ; 5 Pellet de
— (Tris-HCI 25 mM pH 7,5, — 0 O%SntnT%ﬂggg L — U membrana
o DTT 1 mM, PIC 1% (v/v)) (20000 9;:4"C;;99 min)
ellet

Figura 6: Procedimentos demonstrando a separacdo do extrato solavel (A) e do pellet de membrana (B).
O recolhimento da fragdo de membrana foi proporcionado por uma segunda centrifugacdo do pellet
resultante da centrifugagdo da fragdo soltvel.
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3.4 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Primeiramente, determinou-se a concentragdo das proteinas totais da fracdo
soltvel pelo método do &cido bicinconinico, utilizando o Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific) e albumina bovina como padrdo, conforme as recomendacfes dos
fabricantes. A fim de avaliar a qualidade e integridade das amostras, geis de
poliacrilamida unidimensionais (8,0 cm x 10,0 cm x 0,1 cm) foram confeccionados em
condicGes desnaturantes, segundo descrito por LAEMMLI (1970), sendo que os géis de
separacdo e de concentracdo continham 12% e 5% de poliacrilamida/bis-acrilamida,

respectivamente.

Aliquotas de 22,5 ug do extrato soltvel e de 8,0 ug do extrato de membrana do
miracidio foram diluidas em tampédo de amostra (Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, SDS 2%
(p/v), glicerol 10% (v/v), DTT 100 mM e azul de bromofenol 0,001% (p/v)), para, na
sequéncia, serem fervidas a 100°C por 5 min, garantindo, assim, a desnaturacédo
proteica. As amostras e o padrdo de massa molecular (14,4-116,0 kDa) foram aplicados
aos géis e prosseguiu-se a corrida eletroforética a uma corrente constante de 20 mA/gel,
utilizando o tampé&o de corrida contendo Tris 0,025 M pH 8,3, glicina 0,192 M e SDS
0,1% (p/v).

3.5 Coloracgéo por Coomassie coloidal

Ao término da corrida eletroforética, os géis SDS-PAGE foram fixados em
solucdo de acido ortofosforico 2% (v/v) e etanol 30% (v/v) perfazendo trés incubacdes,
sendo a primeira por aproximadamente 16 h e as duas subsequentes com duracdo de 30
min. Em seguida, os geis foram incubados por trés vezes na presenca de acido
ortofosforico 2% (v/v), cada incubacdo com duragdo de 10 min. Adicionou-se, logo
depois, uma solucdo contendo acido ortofosforico 2% (v/v), etanol 18% (v/v) e sulfato
de amonio 15% (p/v), sendo os géis mantidos nessas condi¢fes por 30 min. A etapa de
coloragdo se deu em solugdo com a mesma composi¢cdo da etapa anterior, porém
acrescida de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich) a 0,02% (p/v). A
revelacdo procedeu-se até a intensidade desejada de visualizagcdo das bandas e foi
interrompida pela lavagem dos géis em etanol 20% (v/v). Todas as etapas supracitadas
foram feitas sob agitacdo e os géis foram escaneados pelo ImageScanner Il (GE

Healthcare).
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A partir da digitalizacdo do gel, foi possivel determinar a concentracao da fragédo
de membrana do miracidio pela analise densitométrica utilizando o software Quantity
One v.4.6.9 (BioRad) e a concentracdo da fragdo solUvel, obtida de acordo com 3.4

como referéncia.

3.6 Digestdo em solucao do extrato soluvel

Para digestdo triptica do extrato soltvel do miracidio, diluiu-se cerca de 45,0 ug
de proteinas em NH;HCO3; 100 mM. A reducdo das proteinas em suas pontes dissulfeto
ocorreu na presenga de DTT 4 mM, a 56°C durante 15 min. Transcorrido esse tempo, a
mistura foi incubada em solucdo de iodoacetamida 8 mM a temperatura ambiente por
mais 15 min, ao abrigo da luz, para alquilacdo das proteinas reduzidas. Em seguida, a
solugdo foi diluida em 125 pL de dgua ultrapura e bicarbonato de amdnio reajustado
para concentracdo final de 100 mM. A digestdo enzimatica foi proporcionada pela
adicdo de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Porcine — Promega) na razio
de 1: 25 (enzima/substrato) a 37°C, por um periodo de 20 h. A reacdo foi interrompida

pela adicao de 10 pL de &cido acético glacial (J. T. Baker).

Os peptideos foram extraidos em fase solida por fase reversa em um cartucho
Strata C18-E (55 um, 70 A — Phenomenex), previamente tratado com acetonitrila 80%
(v/v) e equilibrada com acido formico 0,1% (v/v). A eluicdo dos peptideos foi
promovida por uma solucao de acetonitrila 50% (v/v) e acido férmico 0,1% (v/v), sendo
concentrados com o auxilio de um liofilizador. Os peptideos foram ressuspendidos em

solugdo de &cido trifluoroacético 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich).

3.7 Digestdo em solucdo do proteoma do miracidio utilizando surfactante

Ambos os extratos foram submetidos a digestio em solugdo, utilizando
detergente acido-labil para favorecer a solubilizacdo das proteinas de membranas, sem
interferir na atividade da tripsina (Fig. 7). Para isso, cerca de 40,0 pug de proteinas
soluveis e 30,0 ug de proteinas de membranas foram diluidas em uma solucéo estoque
de NH;,HCO3 25 mM a temperatura de 4°C, até atingirem o volume final de 160 puL. Em
seguida, adicionou-se RapiGest SF (Waters) 0,1% (p/v) a mistura, que permaneceu a
80°C por 10 min. Na sequéncia, as proteinas foram reduzidas na presenca de DTT 3
mM, a 60°C, durante 10 min e alquiladas em solucdo de iodoacetamida 9 mM, a
temperatura ambiente, por mais 45 min, ao abrigo da luz. A digestdo foi proporcionada
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pela enzima tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin, Porcine — Promega), na

proporcao de 1:50 (enzima/substrato) a 37°C, por aproximadamente 17 h.

A reacdo foi interrompida pela adigdo de acido trifluoroacético 0,4% (v/v)
(Sigma-Aldrich). Apos a confirmacdo da acidificagdo das amostras em uma fita de pH,
elas foram incubadas a 37°C por 45 min. Logo depois, foram centrifugadas a 20.000 x
g, por 15 min, a 7°C. Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos novos e
submetidos a uma segunda centrifugacdo sob as mesmas condic¢Ges. O sobrenadante de
cada fracéo foi recolhido e transferido para novos microtubos, para posterior anélise via

nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

\
—
Pellet de membrana
Solubilizagéo das proteinas Redugéo
v (RapiGest 0,1% (p/v), 80°C, 10 min) (DTT 3 mM, 60°C, 10 min)
Extrato soluvel
e ! —
Alquilagéao Digestéo triptica Precipitacdo do detergente
(IAA9 mM, TA, 45 min) (37°C, ~17 h) (TFA0,4% (v/v), 37°C, 45 min)
&
\Q\
E“: Studio
2 centrifugagbes Separagéao dos peptideos em gradiente Busca de identidades:
(20.000 g, 15 min, 7°C) de acetonitrila por cromatografia liquida PEAKS

acoplada ao espectrometro de massas

Figura 7: Delineamento experimental ilustrando a digestdo enzimatica das proteinas solGveis e de
membrana do miracidio. Utilizou-se RapiGest SF para facilitar a solubilizagdo das proteinas hidrofébicas,
em especial, das proteinas de membranas. IAA: iodoacetamida, TA: Temperatura Ambiente, TFA: &cido
trifluoroacético.

3.8 Analises MS/MS

500,0 ng de peptideos tripticos — replicatas técnicas, oriundos da digestdo do

proteoma solGvel (4 amostras) e de membrana (3 amostras) do miracidio (item 3.7),

22



foram injetados em um cromatografo de ultra eficiéncia UltiMate 3000 UHPLC system
(Thermo Scientific), equipado com um nano-trap C18 Acclaim PepMap100 (75,0 um x
2,0 cm, 3,0 um, 100 A — Thermo Scientific) e uma coluna C18 RSLC Acclaim
PepMap100 (75,0 um x 15,0 cm, 2,0 um, 100 A — Thermo Scientific), disponivel no
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da UFOP (NUPEB/UFOP). O trap e a
coluna foram mantidos a 40°C e os solventes utilizados para as analises eram grau
HPLC para LC-MS adquiridos da J. T. Baker.

Os peptideos foram eluidos em gradiente, utilizando-se dos solventes A: 0,1% de
acido formico (v/v) e solvente B: acetonitrila 80% (v/v) e acido férmico 0,08% (v/v).
Iniciou-se o gradiente com 3,8% do solvente B, durante 3 min, aumentando, na
sequéncia, para 30% ao longo de 117 min e para 55% nos outros 30 min.
Posteriormente, aumentou-se o gradiente para 99%, apds 2 min, permanecendo sob
essas condi¢bes por mais 10 min, seguido da regeneracdo da coluna ao atingir 4% do

solvente B ao longo de 2 min e mantendo nessa condi¢do por 16 min.

Os peptideos eluidos foram direcionados ao espectrémetro de massas Q-exactive
(Thermo Scientific), equipado com uma fonte nanospray (eletrospray nanométrico),
que permitiu a ionizacdo da amostra por meio de um emitter de aco inoxidavel,
operando sob uma voltagem de 1,9 kV em modo positivo e com a temperatura do
capilar de 250°C.

Conforme proposto por KELSTRUP (2012) e colaboradores, as varreduras dos
ions precursores foram realizadas com uma resolucdo de 70.000, tempo méaximo de
injecdo de 120 ms, aciimulo de 1x10° fons e janela de deteccéo de 300-1.750 m/z. Esses
foram fragmentados por colisdo com N, em uma cela HCD (Higher-energy Collisional
Dissociation) e energia de coliséo de ~30V. Espectros MS2 foram adquiridos dos doze
ions mais abundantes, com resolucdo de 17.500 e tempo méximo de injecdo de 60 ms,
acumulando 5x10° fons, com janela de deteccéo de 200-2.000 m/z, janela de isolamento
de 2 m/z e exclusdo dindmica de 60 s. Os ions de cargas nao detectadas, os de carga 1 e

0s de carga > 5 foram excluidos.

Para os peptideos tripticos do extrato solivel (item 3.6), as analises foram feitas
sobre as mesmas condigfes, com as seguintes modifica¢Oes: foram injetados 3,0 pg de
peptideos no cromatdgrafo; iniciou-se o gradiente com 4% do solvente B, prosseguiu-se

da mesma forma que anteriormente, até aumentar o gradiente para 90% do solvente B,
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em vez de 99%; a voltagem do emitter foi de 2,8 kV; para 0 MS1, o tempo maximo de
injecdo foi de 100 ms, acimulo de 3x10° ions e janela de deteccdo de 300-2.000 m/z;
para 0 MS2, o tempo maximo de injecéo foi de 150 ms, acumulando 2x10° fons; e, além

dos ions de cargas 1 e os de carga ndo detectadas, exclui-se 0s ions de massa > 6.

3.9 Busca em banco de dados
3.9.1 Proteome Discoverer

Os espectros de massas obtidos a partir da fracdo solvel, descrito em 3.6, foram
analisados pelo software Proteome Discoverer v.1.4 (Thermo Scientific), por meio do
algoritmo SequestHT, por combinar resultados de MS1 e MS2 com o banco de dados de
protedmica de S. mansoni disponivel no Laboratorio de Enzimologia e Protedbmica da
UFOP (LEP/UFOP) — 10.777 sequéncias e 5.136.095 residuos. O algoritmo realizou
uma digestdo in silico, utilizando padrdes de digestao da tripsina (apo6s cada K e R) com
no maximo 2 sitios de clivagem perdidos; modificacBes pés-traducionais, como a
oxidacdo de metionina dindmica, carbamidometilacdo de cisteina fixa e acetilagdo do
amino-terminal; tolerdncia de massa de 10 ppm para o precursor e 0,1 Da para
fragmentos. Posteriormente, essa digestdo in silico foi confrontada com os espectros
experimentais obtidos. Os peptideos identificados foram agrupados em graus de

confianca e foi considerada admissivel um taxa de falsa descoberta de 1%.

3.9.2 PEAKS

Partindo dos espectros de massas dos extratos sollvel e de membrana do
miracidio (item 3.7), utilizou-se o software PEAKS Studio v.8.0 (Bioinformatics
Solutions Inc.), empregando os parametros padrdes para o sequenciamento DE NOVO e
um filtro de qualidade dos espectros > 0,65. Para a busca de identidades, fez-se uso do
banco de dados de protedbmica de S. mansoni disponivel no laboratério (10.780
sequéncias e 5.136.659 residuos), segundo 0s parametros: enzima: tripsina; ndmero
méaximo de perdas de sitios de clivagem: 2; modificacGes fixas: carbamidometilacdo da
cisteina; modificacbes variaveis: oxidacdo da metionina e acetilacdo N-terminal;
tolerancia de massa de ions parentais: 10 ppm e tolerdncia de massa de ions
fragmentados: 0,1 Da. A quantificacdo por label free ocorreu por meio dos seguintes
parametros: toleréncia de erro de massa: 10,0 ppm; toleréncia de tempo de retencédo: 3,0

min; taxa de falsa descoberta: 1%. Das proteinas identificadas, foram utilizadas para a
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interpretacdo dos resultados aquelas que obedeceram tais condi¢des: fold > 1; qualidade
> 0,5; método de significancia: ANOVA.

As anélises dos proteomas sollivel e de membrana feitas separadamente
utilizaram dos mesmos parametros acima para o sequenciamento DE NOVO e busca de

identidades.

3.10 Avaliacdo dos parametros espectrometricos

Para avaliar a qualidade dos dados gerados pelo espectrdmetro de massas, 0S
dados raw de uma replicata técnica de cada uma das fracGes, obtidas de acordo com 3.7,

foram analisados pelo RawMeat v.2.1 (Vast Scientific).

3.11 Categorizacdo das proteinas e anélises de bioinforméatica

A classificacdo preliminar das proteinas soltveis (item 3.6) foi fundamentada em
pesquisas no GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage), UniProt
(http://www.uniprot.org/) e literatura publicada. Os valores de log, das areas (divididas
por 10%) dessas identidades, fornecidas pelo software Proteome Discoverer, foram

submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, utilizando o GraphPad Prism v.6 para Windows.

Ao submeter os dados raw das replicatas técnicas do extrato sollvel e de
membrana a busca contra 0 banco de dados pelo PEAKS, o software gerou uma lista de
proteinas compreendendo todas as identidades presentes no somatério das fracdes e
outra lista abrangendo aquelas diferencialmente expressas — heatmap. As sequéncias em
formato FASTA dessa primeira lista foram carregadas no Blast2GO v.4.1 e submetidas
a um BLAST local contra o banco de dados de S. mansoni do UniProt — blood fluke
(13.041 sequéncias e 6.006.423 residuos), utilizando o E-value de 1,0x10”, nimero de
BLAST hits 5 e valores padrdes para 0s parametros restantes. Esse procedimento foi
necessario para encontrar a correspondéncia entre as entradas das proteinas do banco de
dados de S. mansoni disponivel no laboratério e do banco de S. mansoni do Uniprot,
possibilitando, assim, a atribuicdo de termos GO (Gene Ontology) a essas identidades.

Logo depois, as proteinas resultantes dessa analise foram conduzidas a um
BLAST local contra as sequéncias das fragbes obtidas individualmente (item 3.9.2),
conforme os parametros seguintes: E-value 1,0x10"%, nimero de BLAST hits 1 e
valores padrdes para os outros parametros. As proteinas daquela fracdo que néo se

alinharam com nenhuma sequéncia do proteoma total foram removidas, sendo um
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segundo BLAST realizado entre as identidades remanescentes e o banco de dados do
UniProt (E-value 1,0x10°, nimero de BLAST hits 1 e valores padrdes para os demais
pardmetros). Isso possibilitou inferir quais proteinas pertenciam a cada extrato,
especificamente. Finalmente, as proteinas totais, solUveis e de membrana geradas a
partir dessas analises foram submetidas a busca de sequéncias relacionadas a motivos
estruturais conhecidos, por meio do InterPro, para, em seguida, serem mapeadas e
anotadas segundo os termos GO para componente celular, fungdo molecular e processo

bioldgico.

A fim de verificar a presenca de hélices transmembrana nas sequéncias do
heatmap, utilizou-se a verséio da web do software TMHMM v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/), aplicando os parametros padrdes. Os
peptideos sinais preditos para essas proteinas foram determinados pelo servidor SignalP
v.4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (PETERSEN et al., 2011), empregando

0s parametros padroes.
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4, RESULTADOS
4.1 Andlise eletroforética e composicional do extrato solivel do miracidio

Com o intuito de avaliar o perfil eletroforético e a integridade da amostra, 0
extrato obtido pela homogeneizagéo, seguida de centrifugacdo da larva em tampéo Tris
contendo inibidores de proteases, foi analisado por SDS-PAGE. A separacdo das
proteinas revelou um padrdo de bandas bem definido, apresentando uma ampla faixa de
massas moleculares. A presenca de proteinas de alta massa, bem como a auséncia de um
acumulo de bandas de baixa massa molecular, sugere que a preparacdo apresentou-se

em bom estado de integridade (Fig. 8).
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Figura 8: Gel de poliacrilamida unidimensional do extrato sol(vel da larva. Separagdo das proteinas em
poliacrilamida 12% e subsequente coloragdo por Coomassie coloidal. FS: Fracdo Soldvel.

Um total de 1.273 proteinas foi identificado pelo software Proteome Discoverer,
como resultado da separacdo por cromatografia liquida de fase reversa e fragmentacgéo
dos peptideos tripticos da fracdo solivel no espectrdmetro de massas. Desse total, 1.251
proteinas tiveram seus valores de area (estimados a partir da média dos trés peptideos
mais abundantes) fornecidos pelo software. Com base nesses resultados, foi possivel
constatar que apenas um numero pequeno de proteinas é relativamente abundante na

amostra, ao passo que cerca de 1.120 sequéncias sao pouco representativas (Fig. 9A).
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Figura 9: Distribuicdo das proteinas soliveis em Tris. (A) Numero de proteinas associado ao seu valor de
area dividido por 10°. (B) Abundancia acumulativa do proteoma. (C) Frequéncia de distribuicio calculada
pelo log, da area dividida por 10°.
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A abundancia acumulativa calculada a partir da porcentagem individual das
identidades revelou que uma Unica proteina corresponde a aproximadamente 11% da
massa total do proteoma soltvel do miracidio — major egg antigen (Tabela Suplementar
1). Além disso, 90% do proteoma € representado por 358 sequéncias (Fig. 9B). A
frequéncia de distribuicdo das proteinas soltveis, determinada pela funcdo logaritmica
(base 2) das areas divididas por 10° evidentemente ndo apresenta uma distribuicéo
normal, com p = 0,0023 (Fig. 9C).

As 358 proteinas mais abundantes do extrato foram classificadas de acordo com
0 processo bioldgico no qual estdo inseridas (Fig. 10). As chaperonas representam a
segunda classe mais abundante nesse estagio larval. Proteinas motoras e do
citoesqueleto sdo igualmente numerosas (11%), assim como proteinas do metabolismo
energético (10%), que inclui enolase, aldolase, citrato sintase, entre outras. Moléculas
envolvidas com a biossintese (6%) e catabolismo de proteinas (8%), metabolismo de

carboidratos (3%), lipideos (3%) e RNA (3%) também sdo encontradas na preparacao.

Processos biologicos do proteoma solivel
{358 proteinas)

Metabolismode RNA
3%
Metabolismo de lipideos
e Metabolismode aminoacidos

Metabolizmo de carboidratos Zh
3%
Ligante de calcio Fungéo
4% desconhecida
14%
Metabolismo de
nucleotideo Chaperonas
4% 11%
Transdugiodo
sinal
4%,

Resposiaao estresse
5%

Biossintesede ) Metabolismo
proteinas Outros processos energético

% 8% 10%

Figura 10: Categorizacdo das 358 proteinas que correspondem a 90% do proteoma soldvel do miracidio.
As proteinas foram classificadas e agrupadas segundo os processos bioldgicos nos quais estdo envolvidas.
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4.2 Avaliacédo eletroforética comparativa entre a fracédo solivel e de membrana do
miracidio e par@metros espectrométricos para anélise das fracfes por proteébmica
shotgun

Ao que se pode observar na Fig. 11, géis de poliacrilamida unidimensionais,
confeccionados a partir das amostras da fracdo solavel (Fig. 11A) e de membrana (Fig.
11B) do miracidio, tornam evidentes as diferencas das preparacfes, assegurando as
analises que sucedem. E importante ressaltar que as proteinas de membranas foram
obtidas por uma etapa adicional de sonicacgdo e centrifugacdo, a fim de minimizar a

contaminagdo com o extrato soluvel.
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Figura 11: Géis SDS-PAGE da fracdo soltvel (A) e de membrana (B) da larva. Ambos os géis de
poliacrilamida 12% foram corados com Coomassie coloidal. FS: Fragcdo Soldvel, FM: Fragdo de
Membrana.

O grafico da Fig. 12 mostra a correlacdo da intensidade dos ions com o tempo de
retengdo, em minutos, da corrida cromatografica de uma replicata técnica de cada
fracdo. O perfil claramente distinto do extrato soltvel e de membrana, demonstrado no
gréafico, é consistente com os resultados apresentados pela separacdo eletroforética de

suas proteinas constituintes.
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Figura 12: Cromatogramas base peak de uma amostra da fragdo soltvel e outra da fragdo de membrana.
Nota-se que ions mais intensos em cada uma das preparagdes apresentam tempos de retengdo distintos.

Até 12 ions mais intensos obtidos pela digestdo triptica das proteinas de ambas
as amostras foram selecionados para a fragmentacdo no espectrdmetro de massas.
Entretanto, a distribuicdo dos ions durante a cromatografia mostra que os espectros MS2
foram adquiridos, majoritariamente, dos quatro a seis ions mais abundantes, por
predominarem em quase toda a corrida (Fig. 13).

HF. Solavel
HF. Membrana

Top N ions

Tempo de retengio (min)

Figura 13: Top N ions de uma replicata técnica de cada preparacdo ao longo do gradiente.
FragmentacBes de quatro a seis ions prevaleceram ao longo da corrida cromatogréfica.
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4.3 Categorizacao funcional do proteoma total

As 2.555 sequéncias do proteoma total identificadas pelo PEAKS, na busca
contra 0 banco de dados de S. mansoni, foram categorizadas com base nas classes
definidas pelo Gene Ontology, por meio das anotagdes funcionais do Blast2GO (Fig.
14). Dentre elas, 83% foram classificadas por componente celular (56%), funcao
molecular (70%) e/ou processo bioldgico (60%). As demais pertencem a classe das
HSPs — Heat Shock Proteins (2%), das proteinas VALs (2%), das proteinas ndo

categorizadas (59%) ou a outros processos (37%).

Proteinas categorizadas
{2.119 proteinas)

H5P= — 2%
VALs - 2%
Néo categorizadas— 59%
Outras - 37%

Componentecelular- 56%
Fungdo molecular — 70%
Processobiologico — 60%

Figura 14: Categorizagdo das proteinas de ambas as fragdes. As identidades foram atribuidas as
categorias GO de componente celular, funcdo molecular e processo bioldgico. HSPs: Heat Shock
Proteins, VALSs: proteinas Venom Allergen-Like.

Na categoria de componente celular, 1.422 proteinas foram anotadas e 0s termos
mais relevantes foram escolhidos para serem representados em um grafico multinivel
(Fig. 15). Baseado na classificacdo funcional, um nimero consideravel de proteinas é
intracelular (75%), 56% delas foram atribuidas as organelas, 47% ao citoplasma, 40%

as membranas e 19% ao nucleo.
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Figura 15: Classificagdo das proteinas totais na categoria de componente celular. Um total de 1.422
sequéncias foi atribuido aos termos: citoplasma, intracelular, membrana, nlcleo e/ou organela.

Em relagdo a categoria de processo bioldgico, 1.541 sequéncias foram
distribuidas em 22 termos dentro do nivel 4 (Fig. 16). A porcentagem de proteinas que
abrange os processos metabolicos de macromoléculas € muito pronunciada (43%),
enquanto que apenas 10% delas sdo representadas pelos processos metabolicos de
moléculas pequenas derivadas de bases nitrogenadas. Além disso, cerca de 27% das

moléculas estdo envolvidas com processos biossintéticos celulares.
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Figura 16: Classificacdo do proteoma total na categoria de processo biolégico. De 2.555 identidades,
1.541 foram categorizadas entre os 22 termos representados no nivel 4.
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Foram listadas 25 sequéncias de proteinas que muito provavelmente estéo

envolvidas com o sistema nervoso do miracidio. Entre elas, dois neuropeptideos

(neuropeptide Y prohormone 1 e NPP-1 prepropeptide\x3b Putative neuropeptide),

duas proteinas associadas ao receptor GABA (A) (Gaba(A) receptor associated protein)

e proteinas relacionadas as sinapses nervosas (Tabela 1).

Tabela 1: Proteinas relacionadas ao sistema nervoso do miracidio encontradas em ambos os extratos

ACESSo

Descricao

Cobertura (%) #Peptideos

Smp_130280.1
Smp_159230.1

Smp_083040.1
Smp_126990.1
Smp_175900.1
Smp_148020.1
Smp_050630.1
Smp_059670.1
Smp_081820.1
Smp_085530.1
Smp_073790.1
Smp_087940.1
Smp_142690.1

Smp_159670.1
Smp_047450.1
Smp_176920.1
Smp_055260.1

Smp_080100.1
Smp_037960.1

Smp_159950.1
Smp_151600.1
Smp_042120.1

Smp_171870.1
Smp_163650.1

Smp_129920.1

Neurogenic locus notch protein
Synaptic vesicle membrane protein
VAT 1

Nervous system adducin

Synapsin

Synaptotagmin

Neuroglian

Extended synaptotagmin protein 2a
Synaptogyrin 2

Synaptic glycoprotein sc2
Synapse-associated protein putative
Gaba(A) receptor associated protein
Gaba(A) receptor associated protein
Neuronal acetylcholine receptor subunit
alpha 4

Synaptojanin 1

Synaptobrevin YKT6

Neuronal rhoA GEF protein
Sodium dependent neurotransmitter
transporter

Synaptophysin

Neuronal acetylcholine receptor subunit
alpha 4

Neuropeptide Y prohormone 1
Neuronal calcium sensor 2

NPP-1 prepropeptide\x3b Putative
neuropeptide

Synaptic vesicle 2 protein

C terminal pdz ligand of neuronal nitric
oxide

Sodium dependent neurotransmitter
transporter

28 53
52 17
28 14
17 11
30 13
5 7
17 4
22 5
25 5
13 5
45 6
38 5
4 4
2 2
8 1
1 1
5 1
9 1
2 1
11 1
4 1
17 1
1 1
1 1
2 1

4.4 Categorizagao funcional das proteinas soluveis e de membranas

Semelhante ao que foi feito para as proteinas totais, analises LC-MS/MS das

fragdes solivel e de membrana forneceram, por meio do software PEAKS, 1.604
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identidades para a primeira preparacdo e 1.947 identidades para a segunda. Essas
proteinas foram submetidas a um BLAST local contra as sequéncias identificadas do
proteoma total, utilizando a plataforma Blast2GO, o que reduziu seu numero a 1.377 e

1.709, respectivamente.

Tabela 2: Categorizacdo das sequéncias do proteoma soltvel e de membrana

Fracdo de membrana Fragdo sollvel

Proteinas categorizadas 83% 84%
Proteinas categorizadas por CC  55% 50%
Proteinas categorizadas por FM  68% 76%
Proteinas categorizadas por PB  60% 64%

CC: Componente Celular, FM: Funcéo Molecular, PB: Processo Bioldgico.

A categorizacdo funcional dessas biomoléculas indicou que 83% do extrato de
membrana e 84% do extrato sollvel foram anotados. Dentre as proteinas classificadas
na categoria de componente celular, representando 55% e 50% dos proteomas,
respectivamente (Tabela 2), 427 sequéncias (46%) da fracdo de membrana foram
atribuidas a membrana, demonstrando o enriquecimento da preparacdo, enquanto que a
fracdo solGvel contribuiu com 167 sequéncias (24%), apenas. Além disso, 84% das
proteinas sollveis sdo intracelulares, ao passo que 71% das proteinas de membranas

também o sdo (Fig. 17).

Componente celular - Multinivel

Fragdo de membrana Fracdo solivel
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Figura 17: Classificagdo das identidades das fracGes solvel e de membrana na categoria de componente
celular. As 687 e 937 proteinas, respectivamente, foram distribuidas entre cinco categorias.
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Para a categoria de processo biolégico nivel 4, 60% do extrato de membrana e
64% do extrato sollvel foram anotados (Tabela 2). Destacam-se, para ambos, 0S
processos metabdlicos de macromoléculas. As principais diferencas estdo para 0s
termos GO de transporte (22% do proteoma de membrana e 16% do proteoma soluvel),
organizacdo de organelas, exibido somente no primeiro (12%), além de processos
catabdlicos de substancias organicas, presente exclusivamente no segundo (12%) (Fig.
18).
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Figura 18: Classificacdo das proteinas de membranas e das proteinas soliveis em Tris na categoria de
processo bioldgico. Dezessete termos foram apresentados para o nivel 4.

4.5 Analise quantitativa e composicional das fracdes

A quantificacdo das proteinas de ambas as fracOes, realizada pelo software
PEAKS, proporcionou a visualizagdo das sequéncias estatisticamente significativas em
relacdo a variagdo do fold por intermédio de um grafico volcano (Fig. 19). Os pontos
verdes e vermelhos representam as proteinas estatisticamente significativas das fracoes

soluvel e de membrana, respectivamente, considerando p < 0,01.
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Figura 19: Proteinas estatisticamente significativas dos extratos sol(vel (verde) e de membrana
(vermelho). A linha tracejada horizontal determina o limite de significancia escolhido.

A andlise quantitativa das amostras também forneceu o heatmap das 642
proteinas com abundancias relativas distintas (Fig. 20). As cores verde e vermelha
caracterizam as proteinas reguladas negativamente e positivamente, nessa ordem,
considerando o fold > 1. O agrupamento hierarquico das identidades reflete a
predominancia das primeiras no extrato de membrana e a prevaléncia das Gltimas no

extrato solavel.
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Figura 20: Abundancia relativa de 642 proteinas de ambas as fracBes. A cor da célula representa o log, da abundancia de cada replicata das fragdes de membrana
(azul) e soltvel (amarelo) pela abundancia média, considerando o fold > 1. FM: Fragdo de Membrana, FS: Fragdo Soluvel.
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A fim de estudar a composicdo proteica das preparacdes, as sequéncias do
heatmap foram submetidas a busca de predi¢des de hélices transmembrana e peptideos
sinais. Pelo menos 61 proteinas apontaram a presenca de dominios transmembrana.
Dessas, 47 sao relativamente abundantes no proteoma de membrana, comprovando,
mais uma vez, o enriquecimento dessa fracdo. As identidades incluem lipase maturation
fator, com nove hélices preditas, sodium potassium transporting ATPase alpha subunit,
com uma hélice a menos e sodium driven chloride bicarbonate exchanger, com 12
hélices (Tabela 3).

Conforme a busca de predicGes de sitios de clivagem de peptideos sinais pelo
servidor SignalP, estima-se que 39 proteinas possuem sequéncias sinais. Essas,
encontradas principalmente no extrato soltvel, compreendem 78 kDa glucose regulated

protein, peptidyl prolyl cis trans isomerase B e secretory glycoprotein k5 (Tabela 4).

Surpreendentemente, as seis proteinas VALSs identificadas estdo distribuidas de
maneira uniforme entre as amostras. A VALZ23, encontrada preferencialmente no
proteoma sollvel, possui uma hélice transmembrana. A VAL27, predominante na
mesma fracdo e também com uma hélice, contém, além disso, uma sequéncia sinal. Por
ultimo, a proteina VALY, abundante no extrato de membrana, conserva uma hélice e um

peptideo sinal em sua sequéncia (Tabela 5).

Um total de dez identidades relacionadas a proteases e/ou suas subunidades foi
encontrado nas preparacGes. Distribuidas igualmente entre as fragdes, apenas em uma
delas foi observada uma sequéncia sinal — cathepsin d (lysosomal aspartyl protease).
Seis representantes da subunidade regulatéria do proteassoma 26S foram quantificadas
(Tabela 6).
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Tabela 3: Proteinas com dominios transmembrana preditos

Acesso Descricao Cobertura (%) #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS #HTs
Smp_004550.1 Hypothetical protein 39 4 44.62:1.00 0 ! 1
Smp_147710.1 Hypothetical protein 45 5 4.17:1.00 0 ] 1
Smp_191010.1 Clathrin heavy chain 37 8 10.47:1.00 0 ! 1
Smp_130280.1 Neurogenic locus notch protein 14 28 4.64:1.00 0 ! 2
Smp_036940.1 Protein transport protein Sec61 subunit 15 1 3.27:1.00 0 ! 1
Smp_099890.1 Receptor expression enhancing protein 5 33 8 5.53:1.00 0 ! 3
Smp_197690.1 BTB domain containing protein 33 18 11.00:1.00 0 ! 1
Smp_159930.1 ADP ribosylation factor 3 22 4 9.81:1.00 0 ! 1
Smp_063090.1 Aconitate hydratase mitochondrial 46 21 0.11:1.00 ! T 1
Smp_026910.1 Lipase maturation fator 13 6 3.50:1.00 0 ! 9
Smp_152050.1 Tetraspanin similiar to uroplakin 1 4 1 3.72:1.00 0 ! 2
Smp_141390.1 Innexinunc 9 16 6 7.29:1.00 1 | 4
Smp_160250.1 Venom allergen (val) protein, VAL23 23 2 0.05:1.00 ! T 1
Smp_079310.1 Transmembrane emp24 domain containing protein 8 2 15.46:1.00 0 ! 1
Smp_154290.1 Venom allergen-like (VAL) 27 protein 43 7 0.17:1.00 ! T 1
Smp_055210.1 Microsomal glutathione S transferase 3 41 7 255.76:1.00 0 ! 3
Smp_079220.1 ATP:ADP antiporter 54 19 255.67:1.00 1 ! 2
Smp_005290.1 Ubiquinol cytochrome c reductase cytochrome cl 52 11 70.06:1.00 0 ! 2
Smp_174720.1 Hypothetical protein 53 4 20.71:1.00 0 ! 1

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacgéo)

Acesso Descricao Cobertura (%)  #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS #HTs
Smp_072950.1 Transmembrane emp24 domain containing protein 4 27 5 22.56:1.00 1 ! 1
Smp_203090.1 Uncharacterized protein 10 1 0.19:1.00 ! T 1
Smp_198650.1 Ankyrin:unc 12 4 0.10:1.00 ! T 1
Smp_015020.1 Sodium potassium transporting ATPase alpha subunit 22 19 255.46:1.00 1 !l 8
Smp_140000.1 Tetraspanin CD63 receptor 22 4 156.42:1.00 1 I
Smp_082570.1 Zinc finger CDGSH domain containing protein 1 56 8 83.56:1.00 1 ! 1
Smp_035030.1 Dosage compensation regulator 7 6 2.95:1.00 1 ! 2
Smp_065110.1 LETM1 and EF hand domain containing protein 1 33 23 1.95:1.00 1 ] 1
Smp_130300.1 Na+:K+ ATPase alpha subunit 56 45 81.70:1.00 1 l 5
Smp_017430.1 Multivalent antigen sj gapdh 21 3 32.92:1.00 1 I
Smp_080610.1 Hypothetical protein 33 5 91.94:1.00 1 !
Smp_127940.1 Sodium driven chloride bicarbonate exchanger 12 14 113.36:1.00 1 ] 12
Smp_141010.1 Dysferlinl 7 11 3.02:1.00 1 1
Smp_020370.1 Reticulon 1 23 6 8.47:1.00 0 | 4
Smp_033550.1 Sodium:potassium transporting ATPase subunit 41 6 255.11:1.00 1 ] 1
Smp_160560.1 Dyp type peroxidase 20 11 0.04:1.00 ! T 1
Smp_198890.1 Hypothetical protein 5 1 20.75:1.00 1 ] 1
Smp_102510.1 Peripheral type benzodiazepine receptor 47 5 255.42:1.00 1 !l 5
Smp_059670.1 Synaptogyrin 2 14 3 9.17:1.00 1 | 4

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacgéo)

Acesso Descricao Cobertura (%)  #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS #HTs
Smp_143730.1 Nodal modulator 1 3 3 0.60:1.00 ! T 1
Smp_194070.1 Sorting nexin 14 1 1 9.53:1.00 0 ] 1
Smp_173350.1 Egg protein CP391S-like 33 11 202.95:1.00 0 ! 1
Smp_042110.1 Hypothetical protein 3 1 2.26:1.00 0 ! 2
Smp_053230.1 Cytochrome b reductase 63 17 203.18:1.00 0 ! 1
Smp_036470.1 Oxalate:formate antiporter 3 1 0.40:1.00 ! )
Smp_162980.1 Rhodopsin orphan GPCR 1 1 1.96:1.00 0 ! 7
Smp_049230.1 Major egg antigen (p40) 59 13 0.27:1.00 ! T 1
Smp_090870.1 Protein sec13 1 1 0.58:1.00 ! T 10
Smp_136210.1 Putative testis development protein nyd-sp29 2 2 17.03:1.00 0 ! 1
Smp_173150.1 Cd63 antigen 20 4 3.21:1.00 0 | 4
Smp_175660.1 B cell receptor associated protein 9 2 14.29:1.00 0 ! 3
Smp_152830.1 Sodium calcium exchanger 4 2 0.02:1.00 ! T 9
Smp_176180.1 Venom allergen-like (VAL) 9 protein 42 8 2.08:1.00 0 ] 1
Smp_145110.1 Hypothetical protein 2 1 0.08:1.00 ! T 7
Smp_046250.1 Transmembrane emp24 domain containing protein 2 24 6 17.78:1.00 0 ! 2
Smp_179560.1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 15 6 0.59:1.00 ! T 1
Smp_035180.1 Potassium voltage gated channel subfamily D 2 1 17.32:1.00 0 ! 1
Smp_098710.1 Quiescin g6 sulfhydryl oxidase 6 2 1.81:1.00 0 ! 1

Tabela 3 (Continua)
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Tabela 3 (Continuacgéo)

Acesso Descricao Cobertura (%)  #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS #HTs

Smp_022540.1 Hypothetical protein 14 3 11.43:1.00 1 ! 1

Smp_143410.1 Hypothetical protein 2 1 7.63:1.00 1 ! 1

Smp_127820.1 Hypothetical protein 13 9 0.45:1.00 ! T 1

Smp_046290.1 CKLF MARVEL transmembrane domain containing 13 2 35.27:1.00 1 | 4
protein

As descrigdes em itélico foram anotadas manualmente. FM: Fragdo de Membrana, FS: Fracdo Soluvel, HTs: Hélices Transmembrana.
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Tabela 4: Proteinas com sitios de clivagem de peptideos sinais preditos

Acesso Descricao Cobertura (%)  #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS
Smp_142550.1 Nuclear pore membrane glycoprotein gp210-related 6 12 5.69:1.00 0 !
Smp_147710.1 Hypothetical protein 45 5 4.17:1.00 0 !
Smp_172110.1 Protein disulfide isomerase A6 58 14 0.50:1.00 ! 0
Smp_042400.1 Arginine rich mutated in early stage tumors 44 8 0.11:1.00 ! 0
Smp_005060.1 Hypothetical protein 47 5 20.49:1.00 0 !
Smp_030370.1 Calreticulin 51 24 0.01:1.00 ! 0
Smp_013040.1 Cathepsin d (lysosomal aspartyl protease) 10 3 0.01:1.00 ! 0
Smp_160830.1 Phospholipase d3 7 3 7.61:1.00 0 !
Smp_113750.1 Hypothetical protein 21 5 0.06:1.00 ! 0
Smp_049550.1 78 kDa glucose regulated protein 59 40 0.12:1.00 ! 0
Smp_179250.1 Alpha galactosidase:alpha n 62 28 0.19:1.00 ! 0
Smp_079310.1 Transmembrane emp24 domain containing protein 8 2 15.46:1.00 0 !
Smp_040790.1 Peptidyl prolyl cis trans isomerase B 58 10 0.01:1.00 ! 0
Smp_154290.1 Venom allergen-like (VAL) 27 protein 43 7 0.17:1.00 ! 0
Smp_164760.1 Cell adhesion molecule 6 5 7.05:1.00 0 !
Smp_145300.1 Peptidylglycine alpha hydroxylating 26 7 0.08:1.00 ! 0
Smp_079770.1 Prote_in disulfide-isomerase ER-60 precursor (ERP60) 68 34 0.06:1.00 ! 0
Smp_072950.1 'prl:;?]ts“rfembrane emp24 domain containing protein 4 27 5 22.56:1.00 0 !

Tabela 4 (Continua)
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Tabela 4 (Continuac¢éo)

Acesso Descricao Cobertura (%) #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS
Smp_089670.1 Alpha 2 macroglobulin 13 22 0.18:1.00 ! 0
Smp_203090.1 Uncharacterized protein 10 1 0.19:1.00 ! 0
Smp_133880.1 Cd109 antigen 5 5 10.86:1.00 0 !
Smp_056760.1 Protein disulfide isomerase 69 32 0.02:1.00 ! 1
Smp_018760.1 Neutral alpha glucosidase AB 22 15 0.01:1.00 ! 0
Smp_088720.1 Hypothetical protein 30 7 0.09:1.00 ! 0
Smp_150240.1 Secretory glycoprotein k5 27 9 0.04:1.00 ! 1
Smp_143150.1 Elongation factor 2 70 34 0.74:1.00 ! 1
Smp_179420.1 Egg protein CP391S 18 5 0.06:1.00 ! 1
Smp_112110.1 Interleukin 4 inducing protein 37 5 0.03:1.00 ! 0
Smp_017730.1 200-kDa GPIl-anchored surface glycoprotein 14 18 0.56:1.00 ! 1
Smp_160560.1 Dyp type peroxidase 20 11 0.04:1.00 ! 1
Smp_002150.1 Mastin 20 8 4.17:1.00 0 !
Smp_105220.1 Hypothetical protein 37 4 29.28:1.00 0 !
Smp_041550.1 Hypothetical protein 34 4 2.00:1.00 0 !
Smp_176180.1 Venom allergen-like (VAL) 9 protein 42 8 2.08:1.00 0 !
Smp_205580.1 Unnamed protein product 44 4 28.10:1.00 0 !
Smp_056460.1 Hypothetical protein 16 4 0.28:1.00 ! 1
Smp_046250.1 Transmembrane emp24 domain containing protein 2 24 6 17.78:1.00 0 !

Tabela 4 (Continua)
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Tabela 4 (Continuac¢éo)

Acesso Descricao Cobertura (%) #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS
Smp_179560.1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 15 6 0.59:1.00 ! 0
Smp_127820.1 Hypothetical protein 13 9 0.45:1.00 ! 0

As descrigdes em italico foram anotadas manualmente. FM: Fragdo de Membrana, FS: Fragdo Solavel.

Tabela 5: Proteinas VALSs identificadas pelas analises shotgun do proteoma solGvel e de membrana

Acesso Descricao Cobertura (%) #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS
Smp_002630.1 Venom allergen-like (VAL) 2 protein 52 10 0.29:1.00 ! 1
Smp_160250.1 Venom allergen (val) protein, VAL23 23 2 0.05:1.00 ! 0
Smp_154290.1 Venom allergen-like (VAL) 27 protein 43 7 0.17:1.00 ! 0
Smp_070250.1 Venom allergen (val) protein, VAL15 54 20 14.51:1.00 1 !
Smp_176180.1 Venom allergen-like (VAL) 9 protein 42 8 2.08:1.00 1 !
Smp_179480.1 Venom allergen-like (VAL) 5 protein 53 21 11.64:1.00 0 !

As descriges em italico foram anotadas manualmente. FM: Fragdo de Membrana, FS: Fragdo SolGvel.
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Tabela 6: Identidades relacionadas a proteases e/ou suas subunidades obtidas pela analise protedmica em larga escala do extrato soltvel e de membrana

Acesso Descricao Cobertura (%) #Peptideos Perfil do grupo (razdo) FM FS
Smp_074500.1 Proteasome subunit beta 2 (T01 family) 22 3 0.02:1.00 ! 0
Smp_013040.1 Cathepsin d (lysosomal aspartyl protease) 10 3 0.01:1.00 ! 0
Smp_017660.1 Proteasome activator pa subunit 12 2 0.01:1.00 ! 0
Smp_213040.1 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 8 2 4.85:1.00 1 !
Smp_058650.1 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 9 4 0.22:1.00 ! 0
Smp_026630.1 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 7 24 5 3.15:1.00 0 !
Smp_012470.1 26S protease regulatory subunit 7 9 4 30.20:1.00 1 !
Smp_085310.1 26S proteasome regulatory subunit S3 36 12 1.83:1.00 1 !
Smp_017070.1 26S protease regulatory subunit s10b 19 7 0.59:1.00 ! 0
Smp_126490.1 Lon protease protein mitochondrial 8 7 2.44:1.00 0 !

FM: Fracdo de Membrana, FS: Fracdo Solavel.
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5. DISCUSSAO

Nos diferentes estigios de vida e sobre condi¢cBes ambientais distintas, 0s
transcritos e os padrdes de expressdo proteica variam drasticamente em um organismo,
sendo de fundamental importancia analisar o proteoma de todas as fases do ciclo de vida
do parasito (VERJOVSKI-ALMEIDA; DEMARCO, 2008). Desde o surgimento da
protedmica, sobretudo os vermes adultos, as cercarias e 0s ovos de S. mansoni tém sido
extensivamente estudados, entretanto, a caracterizacdo molecular da fase larval que
infecta o hospedeiro intermediario foi negligenciada, provavelmente por ndo se tratar da
forma infectante para o homem. Contudo, essa abordagem é muito valiosa, tendo em
vista que o miracidio é o Unico estagio do ciclo que se locomove por intermédio de
cilios, apresentando menor contribuicdo de massa muscular e, consequentemente, menor
supressdo de sinal devido as proteinas motoras, o que poderia favorecer a visualizacdo
de proteinas dos outros tecidos, como o sistema nervoso, por exemplo, o qual representa
quase 10% do volume da larva (CURWEN, Rachel S. et al., 2004; PAN, 1980). Nesse
contexto, esse trabalho propds a analise protedmica shotgun dos extratos soltvel e de
membrana do miracidio de S. mansoni, utilizando nanocromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas.

Diante da complexidade dessa fase larval, optou-se por realizar uma analise
preliminar de suas proteinas soltveis em Tris. Como mencionado anteriormente, foram
identificadas 1.273 sequéncias na fragdo sollvel, resultado comparavel ao obtido pela
separacdo das proteinas do miracidio de S. mansoni por SDS-PAGE, que revelou a
presenca de 1.910 identidades, tendo em mente que, nesse estudo, a extracdo das
proteinas se deu em solucdo de ureia/tioureia contendo CHAPS (WANG, T. et al.,
2016). Agentes caotropicos, como ureia e tioureia, perturbam as ligac6es de hidrogénio
e interagbes hidrofilicas das proteinas, proporcionando a solubilizacdo dessas
biomoléculas. O CHAPS, por sua vez, € um detergente zwiteribnico que perturba as
interacdes hidrofobicas, atuando simultaneamente na solubilizacdo das proteinas
(BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007). Portanto, embora WANG, T. (2016) e sua
equipe tenham encontrado um ndmero relativamente maior de identidades, deve-se

levar em consideragdo que esse valor engloba também proteinas de membranas.

Das sequéncias identificadas, foram atribuidos valores de &rea para 1.251 delas.

Com esse dado foi possivel calcular a abundancia individual, a acumulativa e a
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frequéncia de distribuicdo das proteinas solUveis. Resumidamente, poucas proteinas
correspondem a uma fracdo significativa do proteoma sollvel, enquanto a grande
maioria delas representa uma pequena parcela do proteoma. O mesmo foi observado por
CASS (2007) e colaboradores ao analisarem a abundancia das proteinas secretadas pelo
ovo de S. mansoni por intermédio da contagem dos espectros e pelo grupo de NEVES
(2015) ao avaliar a abundancia dos principais constituintes do SWAP (soluble adult
worm antigen preparation). Nesse Gltimo trabalho, o log, da area das proteinas do
SWAP ndo apresentou uma distribuicdo normal, similar ao constatado para o extrato

soltvel do miracidio.

Segundo a categorizacdo funcional das sequéncias que correspondem a 90% da
fracdo sollvel, a classe das chaperonas (11%) é a mais abundante desse estagio larval,
perdendo apenas para as proteinas de funcdo desconhecida (14%). As proteinas motoras
e do citoesqueleto (11%) representam a terceira classe mais abundante, seguidas pelas
proteinas do metabolismo energético (10%). Consistente com esses resultados, a
categoria mais representada encontrada por MATHIESON; WILSON (2010) na
preparacdo das proteinas solGveis do miracidio, com excecdo dos spots ndo
identificados (45%), foi a categoria das chaperonas, equivalente a 22,5% do volume
total do spot no gel bidimensional. Por sua vez, as sequéncias envolvidas com o
metabolismo energético pertenciam a segunda classe mais numerosa nesse estudo
(9,8%), muito proxima, em termos de nivel de expressdo, da categoria das proteinas
motoras (9,5%). A disparidade entre as porcentagens das classes e a inversdo da
segunda e terceira categoria mais abundante entre esse trabalho e a pesquisa realizada
por MATHIESON; WILSON (2010) sdo razoaveis, considerando as diferencas nas
abordagens para o calculo de abundéncia relativa das identidades, as quais néo
fornecem, rigorosamente, medidas quantitativas absolutas (CASS et al., 2007).
Independentemente de valores, ja era esperado detectar predominantemente proteinas
housekeeping no extrato solivel do miracidio, como actina, tubulina, ciclofilina e
GAPDH (Tabela Suplementar 1), uma vez que elas séo indispensaveis a manutencao
das funcdes celulares basais do organismo (EISENBERG; LEVANON, 2013).

Para obter uma visdo mais abrangente da composicdo proteica da larva, o
miracidio foi fracionado em duas preparacBes, uma compreendendo as proteinas
soluveis e a outra contendo as proteinas de membranas. Em ambas as fragdes, um

detergente &cido-labil foi adicionado para promover uma melhor solubilizacdo das
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proteinas hidrofébicas e, consequentemente, das proteinas de membranas da segunda
amostra. A busca de identidades empregando o software PEAKS forneceu 2.555
sequéncias para o proteoma total, 645 proteinas a mais do que o encontrado pela equipe
de WANG, T. (2016) ao utilizar quatro ferramentas de busca e 1.048 sequéncias a mais
ao comparar com o resultado fornecido separadamente, nesse mesmo estudo, pelo
PEAKS. Isso significa que o uso desse surfactante foi, de fato, eficiente na solubilizagao
dessas biomoléculas, pois mais proteinas foram identificadas ao empregar 0 mesmo
software, embora existam outras variaveis que também influenciam esse resultado,
como o espectrdmetro de massas utilizado, os parametros de busca aplicados e o0s

bancos de dados empregados.

Entre as proteinas totais estdo a major egg antigen (p40) (Tabela Suplementar
2), um antigeno da familia das pequenas proteinas do choque térmico (SHSPs — do
termo em inglés small Heat Shock Proteins), as quais impedem a agregacéo proteica,
mediante atividade independente de ATP, em situacdes de estresse ambiental,
fisiol6gico ou patolégico; e a HSP70, que trabalha em cooperagdo com os membros da
familia das sHSPs no enovelamento correto das proteinas mal dobradas, de maneira
dependente de ATP (ABOUEL-NOUR et al., 2006; GARRIDO et al., 2012;
MATHIESON; WILSON, 2010). Ambas foram encontradas nos extratos sollveis do
ovo, do miracidio, nas secre¢des dos ovos, nas secrecdes cercarianas e entre as proteinas
liberadas ao longo da transformacdo in vitro do miracidio a esporocisto (CASS et al.,
2007; CURWEN, Rachel S. et al., 2004; KNUDSEN, 2005; MATHIESON; WILSON,
2010; WU, X.-J. et al., 2009). A presenca dessas biomoléculas no secretoma dos ovos e
nos ovos maduros, principalmente, sugere que elas desempenhem sua funcdo como
chaperonas durante a migracdo do ovo pelo sistema hepatico (ABOUEL-NOUR et al.,
2006). Curiosamente, a interleukin 4 inducing protein (IPSE), uma das principais
hepatotoxinas secretadas pelos ovos de S. mansoni (ABDULLA et al., 2011; CASS et
al., 2007), identificada nesse trabalho, ndo foi encontrada na preparacdo desse estagio
larval por MATHIESON; WILSON (2010). Nenhuma proteina da familia das MEGs
(Micro-Exon Genes) foi identificada na larva, conforme previsto pela analise de ESTs

realizada no projeto genoma de S. mansoni (BERRIMAN et al., 2009).

Além de atuarem como chaperonas moleculares durante a migragdo dos ovos das
veias mesentéricas ao limen intestinal, no hospedeiro mamifero, as HSPs também

induzem uma resposta ao estresse celular provocado pela passagem por mais de um
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hospedeiro e pelas mudangas abruptas das condi¢cGes ambientais ao longo do ciclo
bioldgico do parasito (ABOUEL-NOUR et al., 2006; CASS et al., 2007; PEREZ-
MORALES; ESPINOZA, 2015). A presenca de membros dessa familia, entre HSP70,
HSP60, HSP40 e p40, no miracidio de S. mansoni, pode ser justificada pelo aumento da
temperatura no momento da infeccdo (MARESCA; CARRATU, 1992). No ambiente
aquatico, os miracidios eclodem a temperaturas entre 10°C e 30°C, todavia, do instante
em que as larvas penetram o hospedeiro invertebrado até o inicio da liberacdo das
cercarias, elas estdo sujeitas a temperaturas de 30°C a 35°C, por um periodo de, no
minimo, 17 dias (WALZ et al., 2015). Distintivamente, quando os ovos maduros
migram nos tecidos do hospedeiro definitivo, que mede cerca de 37°C, sdo, em seguida,
eliminados pelas fezes e alcancam uma fonte de agua doce, os miracidios tém que se
adaptar a uma diminuicdo de temperatura (MARESCA; CARRATU, 1992). Nesse
sentido, foram encontradas duas proteinas contendo o dominio de choque frio no
proteoma total dessa fase larval — cold shock domain protein A. Em eucariotos, esse
dominio, altamente conservado com a familia de proteinas CspA de E. coli, parece estar
envolvido na regulacdo da traducdo (GRAUMANN; MARAHIEL, 1998;
THIERINGER; JONES; INOUYE, 1998). Seis representantes de outra classe de
proteinas (Universal Stress Proteins) superexpressas, sob condi¢des de estresse
associadas ao desenvolvimento do ciclo, também foram identificados nesse estagio
larval (MASAMBA et al., 2016).

Assim que os miracidios emergem dos ovos, eles nadam ativamente em busca de
um hospedeiro intermediario compativel. Como a larva ndo se alimenta no ambiente
aquatico, sua atividade é mantida essencialmente pelo estoque de glicogénio enddgeno
(WALKER, 2011). Desse modo, enzimas pertencentes a via de degradacdo do
glicogénio, como glicogénio-fosforilase e enzima de desramificacdo do glicogénio,
foram encontradas nessa fase larval. Os residuos de glicose oriundos da glicogenolise,
portanto, alimentam a via glicolitica, que € muito bem delineada no proteoma do
miracidio. A partir da energia produzida pelo metabolismo de glicose, esse estagio
larval se movimenta com o auxilio dos cilios. Os cilios, formados por microtabulos
(polimeros de dimeros de a- e B-tubulina), geralmente apresentam, em sua base, uma
raiz cujo componente estrutural principal € uma proteina chamada rootletin (CRAFT et
al., 2015; STYCZYNSKA-SOCZKA; JARMAN, 2015). A fungdo dessa raiz esta

relacionada a manutencdo da estabilidade e funcionamento dos cilios diante de situacGes
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de estresse mecanico (STYCZYNSKA-SOCZKA; JARMAN, 2015). Tanto a rootletin,
quanto subunidades da tubulina estdo presentes nos extratos proteicos do miracidio.
Ademais, outras proteinas envolvidas com os mecanismos de adaptacdo do parasito

podem ser encontradas nas preparacdes proteicas da larva.

Dentre as 2.119 sequéncias (83%) do proteoma total, anotadas por meio da
ferramenta Blast2GO, 1.541 foram classificadas segundo a ontologia de processos
biologicos. Baseado nisso, 0s processos metabolicos de macromoléculas (43%)
representam a categoria mais bem representada do miracidio. As moléculas envolvidas
com o0s processos metabolicos de proteinas, essenciais para a manutencdo e
sobrevivéncia das células, correspondem a 31% das proteinas totais. Em relacdo a
localizacdo dessas biomoléculas (1.422 proteinas anotadas), 40% delas foram atribuidas
as membranas, enquanto 47% encontram-se no citoplasma. Uma analise muito
semelhante realizada por WANG, T. (2016) e colaboradores ordenou as sequéncias
mapeadas e anotadas dentro do nivel dois pelo Blast2GO em ordem de abundancia.
Aproximadamente 85% do proteoma dessa fase larval foi categorizado. A classe de
processos celulares predominou sobre as demais, seguida pelas categorias de processos
metabolicos e processos de organismo Unico, nesta ordem. As classes mais abundantes
obtidas no estudo supracitado diferiram, um pouco, do observado nesse trabalho,
mesmo porque, a categorizacdo funcional desse ultimo empregou o nivel quatro para a
ontologia de processos bioldgicos. Quanto a ontologia de componente celular, a
pesquisa do grupo de WANG, T. (2016) apresentou como categoria mais abundante a
das células, seguida pela classe das organelas e pela categoria de complexo

macromolecular, na terceira posicao.

A titulo de conhecimento, as proteinas identificadas pelas analises individuais
das fragcOes soltvel e de membrana também foram categorizadas pela plataforma
Blast2GO. Entre as sequéncias anotadas, correspondente a 84% e 83% dos proteomas,
respectivamente, 43% das proteinas do extrato sollvel e 40% das proteinas do extrato
de membrana, classificadas conforme a ontologia de processos biolégicos nivel 4, foram
atribuidas a classe de processos metabolicos de macromoléculas, como esperado. Em
relacdo a categoria de componente celular, 46% das sequéncias do proteoma de
membrana e 24% das sequéncias do proteoma soltvel foram conferidas ao termo GO de
membrana, enquanto 71% e 84% dos proteomas, nessa mesma ordem, sdo

intracelulares. [Esses resultados sugerem que, embora esteja comprovado o
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enriquecimento das fragdes, existe um nivel de contaminacdo aceitavel pela literatura,
considerando a fonte das amostras, a maneira como foram preparadas e a sensibilidade

do método.

A presenga de dois neuropeptideos entre as proteinas totais, NPP-1
prepropeptide\x3b Putative neuropeptide e neuropeptide Y prohormone 1 (Tabela
Suplementar 2), previamente descritos pelo consércio que sequenciou o genoma de S.
mansoni (BERRIMAN et al., 2009), demonstra a sensibilidade da metodologia
empregada nesse trabalho, apesar da identificagdo de neuropeptideos por espectrometria
de massas representar um gargalo nos estudos de platelmintos, até mesmo para métodos
desenvolvidos para esse fim (MCVEIGH et al., 2009). A complexidade na obtencéo
desses peptideos a partir de parasitos desse filo consiste na dificuldade em conseguir
grandes quantidades de amostra que, nesse caso, deve ser cultivada em hospedeiros
animais e na contaminagdo do tecido nervoso com parénquima circundante, uma vez
que esses vermes acelomados ndo possuem um sistema circulatério apropriado, o que
indica que a comunicagdo a longas distancias deve ser realizada pelo sistema nervoso
por meio dos sistemas aminérgicos e peptidérgicos, por exemplo (GUSTAFSSON et al.,
2002; MCVEIGH et al., 2009). E possivel que esse trabalho seja o primeiro a detectar
neuropeptideos no proteoma do miracidio de S. mansoni, tendo em mente que na
publicacdo de WANG, T. (2016) e sua equipe nenhum neuropeptideo foi identificado
pela andlise protedbmica em si, entretanto, a expressdo dos genes de cinco neuro-

horménios foi comprovada por RT-PCR.

Um dos neuropeptideos encontrados, o neuropeptide Y prohormone 1 (NPP-
21b), pertence a uma familia de neuropeptideos numerosos entre 0s parasitos
invertebrados — a familia dos neuropeptideos F (NPFs). Evidéncias sugerem que 0s
NPFs estdo intimamente relacionados a superfamilia de neuropeptideos Y (NPY) dos
vertebrados, por apresentarem algumas caracteristicas em comum, como a conservagdo
da via bioquimica de sinalizacdo, aléem da presenca de 36 a 40 amino&cidos
compreendendo um motivo GRXRF-NH, na extremidade C-terminal e residuos de
tirosina nas posi¢fes 10 e 17 em relagdo a essa extremidade. Essas similaridades
respaldam a teoria de que as familias NPF e NPY possuem um ancestral comum
(BERRIMAN et al., 2009; HUMPHRIES et al., 2004).
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Embora as concentracdes de ambos 0s neuropeptideos supracitados nao tenham
sido determinadas pela analise quantitativa label free realizada pelo PEAKS, outras
biomoléculas relevantes para a interagdo parasito-hospedeiro foram mensuradas. Nesse
contexto, uma representante da familia dos canais iénicos controlados por voltagem, a
potassium voltage gated channel subfamily D, apresentando uma hélice transmembrana
segundo a predicdo fornecida pelo servidor TMHMM, foi identificada
preferencialmente no proteoma de membrana da larva. Proteinas dessa classe sdo alvos
terapéuticos promissores, assim como outras proteinas de membranas, devido a
diversidade de funcBes que elas abrangem, as quais incluem desde a atuacdo como
canais, até funcdes como transportadores, receptores e enzimas (BERRIMAN et al.,
2009; VIT; PETRAK, 2017). Exemplos de proteinas de membranas que tém sido
estudadas como vacinas candidatas sdo as tetraspanins, moléculas presentes no
tegumento externo de S. mansoni (LOUKAS; TRAN; PEARSON, 2007). Uma delas foi
quantificada nesse trabalho com duas hélices transmembrana: a tetraspanin similiar to

uroplakin 1.

Quando trabalham como canais, as proteinas integrais de membrana
normalmente medeiam a importacdo ou exportacdo de outras proteinas pela membrana
plasmatica ou pelas membranas de algumas organelas, por meio do reconhecimento de
sequéncias sinais (SCHATZ; DOBBERSTEIN, 1996). Entre as proteinas identificadas
no miracidio, com peptideo sinal predito pelo servidor SignalP, esta a calreticulin, a
Unica proteina secretada em comum com o proteoma excretor-secretor dessa fase larval
(GUILLOU et al., 2007). Essa biomolécula também foi encontrada nas secrecoes
cercarianas (KNUDSEN, 2005) e no secretoma dos ovos (CASS et al.,, 2007).
Surpreendentemente, pelo menos mais trés proteinas possivelmente secretadas pelo
miracidio, conforme predicbes de sitios de clivagem de peptideos sinais, foram
identificadas nas secre¢des das cercéarias (KNUDSEN, 2005): a peptidyl prolyl cis trans
isomerase B, a protein disulfide isomerase e a 200-kDa GPIl-anchored surface
glycoprotein (ou surface protein, fluke). Essa ultima encontra-se entre as proteinas da
transformacéo larval (WU, X.-J. et al., 2009) e uma protein disulfide-isomerase ER-60
precursor (ERP60) putative diferente esta presente entre as moléculas secretadas pelos
ovos (CASS et al., 2007).

Ao todo, seis proteinas VALs, outra classe de biomoléculas relacionadas a

interacdo com o hospedeiro, estdo distribuidas entre as preparacGes da fracdo solivel e
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de membrana da larva. Trés delas, a VAL23, a VAL27 e a VALY possuem uma hélice
transmembrana, dentre as quais as duas ultimas apresentam, ademais, uma sequéncia
sinal. Todas as proteinas VALs identificadas no proteoma do miracidio pertencem as
SmVALSs do grupo 1, que caracterizam-se pela presenca de peptideos sinais, trés pontes
dissulfeto conservadas e uma regido de primeiro loop estendida (CHALMERS;
HOFFMANN, 2012). As SmVAL2, 5 e 9, encontradas nesse estudo, também foram
identificadas em dois trabalhos anteriores, no secretoma dos ovos (CASS et al., 2007) e
entre as proteinas liberadas ao longo da transformacdo in vitro do miracidio a
esporocisto (CHALMERS; HOFFMANN, 2012; WU, X.-J. et al.,, 2009). Esses
resultados, tomados em conjunto, sugerem que as SmVALS mencionadas acima estdo
associadas a embolizagcdo ou migragéo dos ovos pelos tecidos durante a infeccéo cronica
(CHALMERS; HOFFMANN, 2012).

Finalmente, dez identidades relacionadas a proteases e/ou suas subunidades
foram encontradas entre as proteinas do miracidio. Proteases, ou enzimas proteoliticas,
sdo proteinas envolvidas com o turnover celular, presentes tanto no nucleo, quanto no
citoplasma da maioria das células eucarioticas. Entre as proteases quantificadas, seis sao
representantes da subunidade regulatoria do proteassoma 26S, estrutura constituida pelo
proteassoma 20S acrescido de dois complexos regulatérios 19S (CASTRO-BORGES,
William et al., 2007; RAMOS, 2011). Estudos sugerem que a via proteolitica da
ubiquitina-proteassoma, evidenciada em diferentes fases do ciclo de vida do S. mansoni,
contribui para a homeostase proteica sob condicdes de estresse celular, como durante o
desenvolvimento do parasito (PAULA, DE et al., 2015). Portanto, a presenca dessa via
nesse estagio larval pode estar relacionada a penetracdo do miracidio no molusco.
Similarmente, acredita-se que a associacdo dos processos proteoliticos e mecanicos seja
responsavel pela penetracdo das cercérias, através da pele, no hospedeiro mamifero
(GUERRA-SA et al., 2005).

Essas analises permitiram aumentar significativamente o conhecimento sobre a
composic¢do proteica do miracidio de S. mansoni, revelando sua complexidade. Algumas
biomoléculas importantes para a interacdo parasito-hospedeiro foram reconhecidas,
porém estudos adicionais sd80 necessarios para agregar caracterizagdo funcional e

confirmacéo da localizag&o celular dessas biomoléculas.
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6. CONCLUSOES

e As andlises realizadas nesse trabalho possibilitaram a validacao de um repertorio
significativo de genes expressos, cujas proteinas compdem as fracdes soluvel e
de membrana do miracidio de S. mansoni;

e O emprego de separacdo cromatografica de peptideos em alta resolucdo,
acoplado a identificacdo de peptideos em larga escala, proporcionou uma boa
cobertura do proteoma do parasito nessa fase larval, revelando a complexidade
molecular que garante a sobrevivéncia no meio aquatico;

e As identidades proteicas obtidas evidenciaram a importancia de vias centrais do
metabolismo do miracidio, tais como a classe de chaperonas, metabolismo

energético e proteinas que medeiam a interagdo com o caramujo.
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7. PERSPECTIVAS

A fim de eliminar a supressdo que as proteinas ciliares causam, pretende-se
sequenciar o proteoma da fase larval do esporocisto cultivada in vitro;

Empregar métodos especificos para ampliar o repertério de peptideos
relacionados a conducao nervosa e, consequentemente, expandir o conhecimento
sobre o tecido nervoso em S. mansoni;

Empregar métodos de cromatografia de afinidade (ex. colunas de lectinas) para
possibilitar a identificacdo de moléculas potencialmente ligadas a interacdo com

0 caramujo.
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9. ANEXOS

Anexo |: Heatmap das 642 proteinas das frages soltvel (amarelo) e de membrana (azul) mostrando o agrupamento hierarquico. A cor da célula representa o log, da
abundancia de cada replicata pela abundéncia média, considerando o fold > 1. FM: Fragdo de Membrana, FS: Fragdo Solavel.
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Anexo Il: Diagrama grafico da via de sinalizacdo Notch gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam os genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em
vermelho, esta evidenciada a proteina neurogenic locus notch protein da Tabela 1.
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Anexo Il1: Diagrama grafico da via de biossintese de acidos graxos insaturados gerado pelo KEGG. As
setas verdes representam o0s genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em vermelho, esta
evidenciada a proteina synaptic glycoprotein sc2 da Tabela 1.
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Anexo 1V: Diagrama grafico da via de alongamento de acidos graxos gerado pelo KEGG. As caixas
verdes representam 0s genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em vermelho, esta evidenciada a
proteina synaptic glycoprotein sc2 da Tabela 1.
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Anexo V: Diagrama grafico do metabolismo de acidos graxos gerado pelo KEGG. As setas verdes
representam os genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em vermelho, esta evidenciada a
proteina synaptic glycoprotein sc2 da Tabela 1.
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Anexo VI: Diagrama grafico da via de sinalizacdo FOXO gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam os genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em
vermelho, estdo evidenciadas as duas sequéncias gaba(A) receptor associated protein da Tabela 1.
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Anexo VII: Diagrama grafico da via de autofagia gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam os
genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em vermelho, estdo evidenciadas as duas sequéncias

gaba(A) receptor associated protein da Tabela 1.
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Anexo VIII: Diagrama gréfico da via de autofagia gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam 0s
genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em vermelho, estdo evidenciadas as duas sequéncias
gaba(A) receptor associated protein da Tabela 1.
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Anexo IX: Diagrama grafico da via de mitofagia gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam os genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em
vermelho, estdo evidenciadas as duas sequéncias gaba(A) receptor associated protein da Tabela 1.
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Anexo X: Diagrama grafico do metabolismo de fosfato de inositol gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam os genes de S. mansoni expressos na via em
questdo. Em vermelho, esta evidenciada a proteina synaptojanin 1 da Tabela 1.
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Anexo XI: Diagrama grafico do sistema de sinalizacdo de fosfatidilinositol gerado pelo KEGG. As caixas verdes representam 0s genes de S. mansoni expressos na via

em questdo. Em vermelho, esta evidenciada a proteina

synaptojanin 1 da Tabela 1.
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Anexo XII: Diagrama grafico do transporte vesicular mediado por SNARE gerado pelo KEGG. As
caixas verdes representam 0s genes de S. mansoni expressos na via em questdo. Em vermelho, esta
evidenciada a proteina synaptobrevin YKT6 da Tabela 1.
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