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Resumo

Em Cestodeos, o processo de estrobiliza¢do ¢ aquele que leva ao desenvolvimento
da fase adulta a partir da larva, conferindo uma grande vantagem adaptativa a esses
organismos através do aumento da fecundidade e dispersdao. Mesocestoides corti vem
sendo utilizado como modelo de estudos de diversos aspectos envolvidos na estrobilizagao.
Neste trabalho, empregaram-se abordagens protedmicas no estudo de tetratirideos que
foram expostos ou ndo a tratamento de indugdo de segmentacio (IN e TT,
respectivamente): eletroforese bidimensional (2DE) seguida de MALDI-TOF MS ou
MS/MS e a andlise de extratos por LC- ESI-Q-TOF MS/MS. Através da 2DE-MALDI-
TOF MS ou MS/MS, foram definidos os padrdes 2DE de TT e IN nas faixas de pH 3-10 ¢
4-7. Foi possivel identificar sete proteinas e obter dados de massa para mais 106 Spots em
tetratirideos, € uma proteina e 66 spots em tetratirideos apds indugdo de estrobilizagdo.
Quando o perfil eletroforético das amostras foi analisado, foram evidenciados 102 spots
diferencialmente expressos. Através de LC-ESI-Q-TOF MS/MS, foram identificadas 80
proteinas entre as duas fases, sendo 17 exclusivas de TT, 21 exclusivas de IN e 42 comuns
a ambas. Essas proteinas foram caracterizadas funcionalmente em 18 grupos de acordo
com o Dentre as proteinas identificadas, foram verificadas algumas com fungdes
secundarias relacionadas ao controle de expressao génica e algumas com papel relacionado
a imunogenicidade do hospedeiro. Através da analise do emPAI das proteinas nos dois
extratos, foram verificadas 12 proteinas com alteragcdes quantitativas na expressdo. Dessa
forma, através desse trabalho, foi possivel a caracterizacao preliminar dos perfis protéicos
de tetratirideos e induzidos, obtendo-se alguns indicios dos mecanismos envolvidos na

diferenciac¢do de M. corti em nivel proteémico.
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Abstract

In Cestodes, the strobilation process leads to the development of the adult form
from the larvae, giving a great adaptative advantage to these organisms by increasing the
fecundity and spread. Mesocestoides corti has been used as a model for the study of varius
aspects involved in strobilation. In this study we employed proteomic approaches in the
study of tetrathyridia that had been exposed or not to segmentation induction treatment (IN
and TT, respectively): twoOdimensional gel electrophoresis (2DE) followed by MALDI-
TOF MS or MS/MS and analysis of extracts by LC-ESI-Q-TOF MS/MS were performed.
By 2DE-MALDI-TOF MS or MS/MS the proteomic profile of TT and IN on the pH range
of 4-7 and 3-10 were defined. Seven proteins could be identified and mass data for further
106 spots were obtained for TT samples, and, from IN samples, one protein was identified
and mass data was obtained for 66 spots. When 2DE profiles of TT and IN were compared,
102 spots were differentially expressed. Through LC-ESI-Q-TOF MS/MS, 80 proteins
were identified within two samples, 17 exclusive from TT, 21 from IN and 42 common to
both. These proteins were function characterized in 18 groups according to KOG. Among
the proteins identified, we observed some with secondary roles related to gene expression
control and some related to host immunogenicity. Through emPAI analysis, 12 showed
quantitative differences in expression. Through this work, it was possible to preliminarily
characterize the protein profiles of TT and IN and, thus, obtain some evidence of the

mechanisms involved in the differentiation of M. corti in the proteomic level.
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1 Introducéo

1.1 Helmintiases

Helmintos s3o metazodarios parasitas dos filos Platyhelminthes ¢ Nemathelminthes.
Existem 342 espécies identificadas de helmintos que tém o homem como hospedeiro, das
quais 197 habitam o sistema gastrintestinal e apenas 20 sdo causadoras de enfermidades
(Crompton, 1999). Dentre os nematodeos, aqueles transmitidos através do solo sdo os mais
difundidos. Destes, apenas seis espécies acometem mais da metade da populacdo humana
(Horton, 2003), representando graves problemas de satide publica em nivel global. As
zoonoses causadas por platelmintos cestodeos e trematddeos, apesar de menos prevalentes,
sdo também extremamente importantes, contribuindo significativamente para a morbidade
humana (Olsen et al., 2001). Destacam-se espécies dos géneros Taenia, Hymenolepsis ¢
Echinococcus, entre os cestddeos, e espécies dos géneros Schistosoma, Clonorchis,
Fasciola e Fasciolopisis, entre os trematdédeos. Doengas causadas por infecgdes
helminticas, chamadas de helmintiases, expressam-se de maneira cronica, tornando dificil
quantificar os seus efeitos em nivel populacional. Entretanto, alguns dados mostram a
importancia dessas doengas na sadde humana em nivel mundial. Na Africa, onde
encontram-se 85% dos casos mundiais de infecgdes com espécies do género Schistosoma
(Chitsulo et al., 2000), a esquistossomose ¢ responsavel por 45 milhdes de casos de
hematuria, 21 milhdes de casos de disttria, 14 milhdes de casos de hidroureter e 7 milhdes
de casos de hepatomegalia. Os ancilostomideos, nematelmintos como Necator americanus
e Ancylostoma duodenale que nas Américas sdo causadores da ancilostomose, sdo

responsaveis por 33 milhdes de casos de anemia entre os africanos (Colley et al., 2001).
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Quando comparadas com outras doencas parasiticas, as helmintiases gastrintestinais
apresentam baixas taxas de mortalidade. Entretanto, elas estdo associadas a disturbios
importantes em nutricdo, crescimento, desempenho fisico e fungdes cognitivas
(Stephenson et al., 1993; Simeon et al., 1995; Hadju et al., 1996), os quais, apesar do
grande impacto, sdo de dificil mensuracdo. Além disso, tem-se observado que a presenca
de helmintiases diminui a eficacia de certos tipos de vacinas contra varias doengas, tais
como tuberculose, AIDS e malaria (Markus & Fincham, 2001; Markus, 2002; Nacher,

2001).

Apesar da clara importancia em termos de saude publica, a biologia dos helmintos
ainda ¢ relativamente pouco estudada, principalmente quando comparada ao conhecimento
sobre processos bioldgicos basicos de metazoarios de vida livre. Isso se deve, em parte, as
dificuldades intrinsecas ao estudo de endoparasitas obrigatérios, muitos dos quais
apresentam ciclos vitais complexos, o que acaba por impedir ou dificultar a manutengao de
espécimes In Vitro para estudo. Além disso, algumas espécies apresentam riscos potenciais
na sua manipulagdo, uma vez que possuem o ser humano como hospedeiro intermediario

em seus ciclos vitais, o que ndo ocorre com M. corti.

1.2 Mesocestoides corti

Mesocestoides corti (Hoeppli, 1925) é um platelminto pertencente a classe Cestoda,
a qual ¢ formada por endoparasitas obrigatorios, e encontra-se na ordem Cyclophyllidea,
cuja caracteristica ¢ a presenca de quatro ventosas posicionadas simetricamente em volta
do escdlex, que podem ser guarnecidas por ganchos. O ciclo vital de M. corti ¢ complexo e
algumas de suas etapas de desenvolvimento ainda sdo obscuras. Assume-se, contudo, que

as etapas ainda ndo experimentalmente confirmadas sejam similares aquelas caracterizadas
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ou propostas para outras espécies do género Mesocestoides (Schmidt & Roberts, 1989;
Smyth, 1990). A Figura 1.1 apresenta o ciclo vital provavel de M. corti, passando por trés
hospedeiros: dois intermediarios e um definitivo. A etapa mais marcante desse ciclo ocorre
na transicdo da fase larval de tetratirideo, a qual se desenvolve na cavidade peritoneal de
pequenos animais (alguns roedores, anfibios, aves e répteis), para a forma de verme adulto,

a qual se desenvolve no trato gastrintestinal de carnivoros (canideos, felinos e viverrideos).

Essa etapa do desenvolvimento de M. corti da-se através do processo de
estrobilizagdo, o qual corresponde a segmentagdo corporal do verme e a maturagao sexual
de cada proglétide (Ong & Smith, 1986). Na subclasse Eucestoda, a qual pertence M. corti,
a estrobilizagdo compreende segmentagdo e proglotizacao, dois processos considerados por
alguns autores como independentes (Littlewood et al., 2001). A segmentagdo consiste na
subdivisdo externa do estrobilo em proglétides, ao passo que a proglotizagdo corresponde a
repeticdo serial dos oOrgdos reprodutivos em cada segmento. De modo geral, a
proglotizagdo pode aumentar drasticamente a fecundidade, ao passo que a segmentagdo,
quando seguida de apo6lise de proglotides maduras, pode permitir que o desenvolvimento e
a fecundag@o ocorram em nichos diferentes daqueles ocupados pelo verme parental (Olson

etal., 2001).
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Figura 1.1- Ciclo Vital provavel de Mesocestoides corti. Acredita-se que embrides
hexacantos (A) sejam capazes de se diferenciar em larvas procercdides (B) quando
ingeridos por hospedeiros intermediarios primarios (possivelmente acaros oribatideos).
Essas larvas tipo procercoides diferenciariam-se em larvas tipo tetratirideos (C) no interior
dos hospedeiros intermedidrios secundarios (algumas espécies de roedores, répteis,
anfibios e aves). Os tetratirideos, ao serem ingeridos pelo hospedeiro definitivo (canideos,
felinos e viverrideos), passam pelo processo de estrobilizagdo. Ao final deste processo de
desenvolvimento sdo formados vermes adultos e segmentados (D e E), capazes de gerar
embrides hexacantos por reproducao sexual. Os tetratirideos correspondem a unica fase do
desenvolvimento de Mesocestoides comprovadamente capaz de multiplicagdo assexual por

fissdo antero-posterior.
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M. corti apresenta diversos aspectos que o tornam um bom organismo-modelo para
endoparasitos do filo Platyhelminthes, especialmente para os da Classe Cestoda.
Primeiramente, M. corti nao possui o ser humano como um hospedeiro natural ou acidental
durante o seu ciclo vital, fato esse que permite grande segurangca na manipulagdo
experimental do parasito. Além disso, os tetratirideos apresentam a capacidade rara de
reproducdo assexual na cavidade peritoneal de seus hospedeiros intermediarios (Specht &
Voge, 1965; Smyth, 1987; Conn, 1990). Através de protocolos ja bem estabelecidos, ratos
e camundongos podem ser utilizados como hospedeiros experimentais e a infestacao destes
animais possibilita a obtencdo de grandes quantidades de tetratirideos de forma

relativamente rapida.

Barret et al. (1982) observaram que M. corti tem a capacidade de naturalmente
diferenciar-se em sua forma adulta in vitro. Markoski et al. (2003) otimizaram as
condi¢des de cultivo da fase larval deste parasita e estabeleceram um protocolo para
inducdo da estrobilizagdo destas larvas. Este protocolo simples busca simular algumas
condi¢des que a larva encontraria ao entrar em contato com o sistema digestorio de seu
hospedeiro definitivo ¢ estd baseado na exposi¢do de tetratirideos a tripsina, em um
ambiente anaerdbio e com elevacdo de temperatura de 37°C para 39°C. Com a utilizagao
desse protocolo, vem sendo possivel estudar os diferentes aspectos do processo de

estrobilizagdo de M. corti (ver, por exemplo, Espinoza et al., 2005; Markoski et al., 2006).

Ja foram descritos também estudos que visam a caracterizagdo molecular de M.
corti durante o desenvolvimento estrobilar a fim de melhor entender esse processo. Lalane
et al. (2004) isolaram o gene MvLim de M. corti, que codifica um fator de transcri¢cdo do
tipo LIM-homeobox, cujos ortdlogos de Drosophila melanogaster, Ceanorhabidits elegans

e vertebrados contribuem para a determinagdo do destino celular de diversos subtipos
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neuronais. Bizarro et al. (2005), através da técnica de RDA, construiram bibliotecas de
cDNA subtraidas e identificaram seqiiéncias correspondentes a genes diferencialmente
expressos em tetratirideos e vermes segmentados, fornecendo as primeiras informagdes
mais abrangentes sobre diferencas em nivel molecular entre tetratirideos e vermes
estrobilizados. Espinoza et al. (2007) caracterizaram o perfil de expressdo da histona H4
durante o desenvolvimento de M. corti e mostraram que a expressdo dessa proteina esta
relacionada com a taxa de proliferacdo celular, sugerindo uma padrido de expressao

dependente de replicacdo para a histona H4 em platelmintos.

Existe um crescente interesse no entendimento dos aspectos relacionados ao
desenvolvimento pds-embriondrio de cestddeos, sobretudo naqueles relacionados a
estrobilizagdo. Como fica claro nos paragrafos anteriores, M. corti ¢ um organismo com

grande potencial como modelo para estudo do processo de estrobilizagdo em cestodeos.

1.3 Analise da expressédo genética diferencial

O processo de desenvolvimento ¢ baseado na expressdo diferencial de genes que
irdo interferir de varias maneiras na fisiologia do organismo. Existem varias etapas de
regulagdo da expressdo génica, incluindo-se a regulagdo da transcri¢do, o processamento
diferencial do RNA, a regulagdo da traducdo e, por fim, a ocorréncia de modificacdes pos-
traducionais nas proteinas (Gilbert, 2000). Cada uma dessas etapas da expressdo génica
pode ser estudada separadamente, a fim de identificar padrdes de expressdo diferencial em
diferentes niveis. A transcri¢do €, provavelmente, a etapa mais estudada em mecanismos
de regulacdo génica, devido a facilidades técnicas e ao fato de ser, possivelmente, aquela

na qual a maioria dos genes apresenta pelo menos algum grau de regulacao.
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Entretanto, o estudo protedmico ¢ significativamente mais desafiador do que o
gendmico, uma vez que o proteoma ¢ uma entidade dindmica, tanto espacial quanto
temporalmente, e ira refletir o meio imediato no qual é estudado (MacDonald & Borman,
2004). Desta maneira, a ciéncia esta direcionando-se para além da gendomica, em diregdo a

protedmica.

1.4 Abordagens protedmicas para o estudo da expressao génica

O termo “protedmica” ¢ definido como o estudo do contetido total de proteinas de
uma célula, tecido ou organismo em um dado momento (Wasinger & Corthals, 2002;
Wilkins et al., 1995). A protedmica envolve o estudo de alteragdes, tanto qualitativas
quanto quantitativas, nos niveis de expressdo das proteinas em resposta a um dado
conjunto de fatores (Anderson & Anderson; 1998). O campo da protedmica compreende
diferentes areas de estudo, sendo as principais a protedmica prospectiva e a protedmica
funcional (MacDonald & Borman, 2004). A protedmica prospectiva ou descritiva
caracteriza perfis de expressdo e compara alteragdes nos niveis e expressao de proteinas
em determinado material bioldgico (por exemplo, tipos celulares, tecidos ou individuos)
em diferentes condig¢des, para a caracterizagdo de perfis de expressdo protéica. A
protedmica funcional, por sua vez, caracteriza atividades e interagdes protéicas, assim
como mudancas pos-traducionais dessas proteinas, tentando estabelecer relagdes

funcionais.

A execugdo de um estudo protedmico envolve a integracdo de um certo niimero de
tecnologias, que permeiam os campos da biologia molecular, da bioquimica, da fisiologia,

da estatistica e da bioinformatica, entre outros. Os passos-chave de estudos protedmicos
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sdo a separagdo de misturas complexas de proteinas e a identificagdo das proteinas

(MacDonald & Doman, 2004).

1.4.1 Técnicas para separagdo de proteinas

Dentre as abordagens utilizadas para a separacdo de misturas complexas de
proteinas para estudos protedmicos destacam-se aquelas baseadas em eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida (2DE) e aquelas que utilizam diferentes tipos de
separacao cromatografica. Na dependéncia da metodologia de separacdo utilizada,
diferentes estratégias e equipamentos sao depois utilizados na identificagdo das proteinas

resolvidas.

Na 2DE, proteinas sdo inicialmente separadas de acordo com o seu pl em um
gradiente de pH (primeira dimensdo). Depois, as proteinas sdo resolvidas por SDS-PAGE
convencional (segunda dimensdo). Segundo Patton et al. (2002), a principal vantagem
dessa técnica ¢ de que ela possibilita a visualizacdo direta de mudangas quantitativas e
qualitativas na expressdo das proteinas. A 2DE apresenta contudo as desvantagens de
demandar grandes quantidades de amostra e de apresentar dificuldades para detectar
proteinas presentes em pequenas quantidades. Além disso, ha a dificuldade de identificar
certas classes de proteinas, tais como: as de massa molecular muito alto ou muito baixo,

aquelas que apresentam pH muito acidos ou muito basicos e as muito hidrofobicas.

Outra forma para realizar a separagdo de proteinas ¢ através da cromatografia
liquida (Frohlich & Arnold, 2006). Através dessa técnica, a amostra (mistura de peptideos
gerada por digestdo proteolitica de um extrato protéico, por exemplo), passa por uma
primeira separacgdo, por meio de cromatografia liquida (LC), onde as fragdes enriquecidas

nos peptideos sdo coletadas e aplicadas no espectrometro.
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1.4.2 Métodos de 1onizacao

Entre os diferentes tipos de ionizagdo, destacam-se a Matrix-assisted laser
desorption/ionization (MALDI), geralmente utilizada na identifica¢do de proteinas a partir
de spot retirados de géis; e a Electrospray ionization (ESI), que pode ser utilizada na
analise de solucdes contendo a amostra. Essas técnicas sdo utilizadas juntamente com
diferentes técnicas de espectrometria na geragdo do PMF (MALDI-TOF-MS) ou no
seqiienciamento de novo (MALDI-TOF MS/MS, LC-ESI-Q-TOF MS/MS) de peptideos

gerados através de digestao proteolitica (Domon & Aebersold, 2006).

Através do MALDI, a amostra ¢ co-cristalizada com uma matriz solida que ¢ capaz
de absorver um certo comprimento de onda emitido por um laser. O laser incide sobre a
matriz de forma pulsada gerando, dentro de um sistema de vacuo, ions em fase gasosa que,
entdo, passam pelo analisador de massa. Essa metodologia possui diversas vantagens como
a necessidade de pouca quantidade de amostra e a rapidez de geragdo de resultados. (Glish

& Vachet, 2003).

Na ionizagdo do tipo ESI, os ions sdo formados ao se passar uma solugdo contendo
uma amostra por um capilar pequeno (didmetro interno <250 um), a pressdo atmosférica,
que esta em uma diferenca de potencial em relagdo a um eletrodo (Glich &Vachet, 2003).
Inicialmente, ao empregarmos essa técnica sobre uma solugdo contendo a amostra, ¢
formado um aerosol de goticulas carregadas, que consistem tanto do solvente quanto de
moléculas do analito, cuja carga vai variar de acordo com a voltagem aplicada.

Eventualmente, os ions liberam-se do solvente e deslocam-se para o analisador de massa.
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1.4.3 Analisadores de massa

Os diferentes analisadores de massas medem ions de diferentes formas. Na maioria
das medicoes analiticas, dois fatores sao de grande importancia: a precisdo € a acuracia.
Existem cinco principais tipos de analisadores de massas, aqui serdo discutidos o Time-of-

flight (TOF) e o quadrupolo (Q).

Dentre os espectrometros de massas, o TOF ¢ o mais simples. Esse tipo de
espectrometro separa os ions com base na sua velocidade. Teoricamente, todos os ions sao
formados a0 mesmo tempo, sendo posicionados no ionizador e entdo acelerados através de
um potencial fixo através de um tubo. Todos os ions com a mesma carga obtém a mesma
energia cinética apos a aceleragdo, quanto menor a razdo massa/ carga (m/z) dos ions,
maior a velocidade que eles irdo atingir. Apds serem acelerados, os ions atravessam uma
distancia fixa até um detector. Assim, ao medir o tempo que um ion leva para atingir o
detector depois da sua formacao, a razdo m/z do mesmo pode ser determinada (Glish &
Vachet, 2003). O sistema descrito anteriormente ¢ de um analisador tipo TOF mais
primitivo. Atualmente utiliza-se, acoplado ao TOF, um reflectron (um espelho
eletrostatico) que ¢ utilizado para compensar pequenas diferengas nas velocidades de ions

com mesma razao m/z. Dessa forma, o TOF ¢ hoje um sistema com alta resolugao.

A separagdo de massas em um quadrupolo ¢ o resultado da movimentacdo do ion
em um campo elétrico dindmico que ¢ dependente diretamente da razao m/z do ion (Glish
& Vachet, 2003). Dependendo dos parametros fisicos do quadrupolo, os limites de

detecgdo, a acuracia e a resolugdo desses aparelhos podem ser muito altas.
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1.4.5 M¢étodos de identificacdao de proteinas

Na analise por PMF, as massas da mistura de peptideos sao medidas para gerar um
perfil de “fingerprinting” tnico para cada proteina. Esse perfil é entdo comparado com
massas de peptideos preditas a partir de digestdes in silico, de seqiiéncias conhecidas de
proteinas ou de seqiiéncias de DNA depositadas em bancos de dados traduzidas também in
silico. Uma vez que esse método ¢ bastante rapido e¢ automatizado, ¢ o geralmente
escolhido para estudos protedmicos em grande escala. Algumas desvantagens dessa técnica
estdo na ineficacia na andlise de misturas protéicas complexas, uma vez que apenas
proteinas dominantes serdo identificadas, e a identificacdo de proteinas com massa
molecular inferior a 20 kDa também ¢ dificil, uma vez que essas proteinas tendem a gerar
poucos ions (MacDonald & Borman, 2004). Desse modo, nem todas proteinas podem ser

analisadas apenas por PMF.

A espectrometria de massas em tandem (MS/MS) compreende duas etapas de MS
(Glish & Vachet, 2003). Na primeira, os ions de uma razdo m/z desejada sdo isolados do
restante dos ions que emanam de uma fonte. Esses ions isolados (chamados ions parentais
ou precursores) sdo induzidos a passarem por uma reacdo quimica que muda a sua massa
(m) ou carga (z).Tipicamente, essas reagdes envolvem alguns tipos de processos para
aumentar a energia interna do ion, levando a dissociagdo do mesmo. O ion resultante dessa
diversas reagdes quimicas ¢ analisado em uma segunda etapa de MS, que por sua vez ird
gerar a seqiiéncia primaria de aminoécidos da proteina. Dessa forma, através dessa técnica,

¢ possivel gerar a seqiiéncia de novo de uma proteina.
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2 Justificativas e objetivos

Visando o estudo dos mecanismos moleculares da estrobilizagdo em cestodeos, o
Laboratério de Biologia Molecular de Cestédeos (LBMC) desenvolve uma linha de
pesquisa que envolve uma rotina de manutengao in vivo e cultivo in vitro de M. corti. As
condi¢des para indugdo in vitro da estrobilizacdo de tetratirideos foram estabelecidas
(Markoski et al., 2003) e ja foram iniciados estudos transcriptomicos comparativos para a
identificacdo de genes expressos diferencialmente em tetratirideos e vermes adultos

(Bizarro et al., 2005).

O presente estudo foi realizado no intuito de, através de uma abordagem
protedmica complementar a transcriptomica, aumentar o grau de conhecimento sobre
alteragdes nos padroes de expressdao de genes/proteinas em tetratirideos e vermes que ja
estejam estrobilizados ou em processo de estrobilizacdo. Nesta primeira etapa da analise
protedmica, esta sendo feito um levantamento prospectivo dos repertorios protéicos das
diferentes fases de desenvolvimento in vitro de M. corti. Posteriormente, espera-se que, a
partir de analises comparativas, seja possivel identificar proteinas que exer¢am papéis nos
processos de diferenciagdo tecidual e maturacdo sexual de M. corti durante a

estrobilizagdo, para que possam ser estudadas funcionalmente.
Dessa maneira, sao objetivos especificos deste trabalho:

1. A padronizagcdo das condi¢des para separacdo de proteinas de extratos de M.

corti por 2DE;

2. A caracterizagdo dos perfis de 2DE em diferentes faixas de pH para extratos

protéicos de tetratirideos e de vermes em processo de estrobilizagdo in vitro;
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3. A identifica¢dao de proteinas e a andlise comparativa dos perfis protedmicos de
tetratirideos e vermes em processo de estrobilizagdo visando evidenciar especialmente

aquelas proteinas com carater de expressao diferencial.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Cultivo dos parasitos

3.1.1 Manipulagdo in vivo de tetratirideos

Os tetratirideos foram mantidos in vivo através da infestagdo experimental de
fémeas de aproximadamente 3 meses de ratos Wistar e camundongos Balb/C por injecao
intraperitonial, essencialmente conforme descrito por Markoski et al. (2003). Um volume
de 200 pL de meio de cultivo, contendo aproximadamente 600 larvas, era injetado em cada
camundongo e 500 uL de meio de cultivo, contendo aproximadamente 1500 larvas, era
injetado em cada rata. Apds pelo menos 3 meses, os hospedeiros eram eutanasiados por

deslocamento cervical.

Para recuperacdo dos tetratirideos, os camundongos ou ratas eram lavados em
etanol 70% por 5 min e, em uma capela de fluxo laminar vertical, tinham sua cavidade
peritoneal aberta. Os tetratirideos eram entdo removidos por aspiragdo com uma pipeta
Pasteur e, apos a coleta, eles eram lavados sete vezes em meio RPMI e estocados a 4°C por

até 7 dias.

3.1.2 Manipulagao in vitro

3.1.2.1 Condicdes basicas de cultivo de tetratirideos

Os tetratirideos foram cultivados de acordo com o protocolo descrito por Markoski
et al. (2003). Para o cultivo, utilizou-se 0 meio RPMI 1640 (Gibco-BRL) suplementado
com NaHCO; (4,2 g/L), HEPES (5,2 g/L); dextrose (4,35 g/L), glutamina (0,3 g/L) e
extrato de levedura (4,5 g/L). O meio era ainda suplementado com SFB, (Invitrogen) para

uma concentracdo final de 20% (v/v) e gentamicina (Schering-Plough) era adicionada para
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uma concentragdo final de 80 mg/mL. Os cultivos foram realizados em frascos de cultivo
horizontais de 175 cm” (Corning), contendo 20 mL de meio. Os cultivos foram feitos em
uma incubadora (Sanyo, modelo COM 175), a 37°C, em uma atmosfera com 5% de CO;,

Trocas de meio eram realizadas a cada 2 dias de cultivo.

3.1.2.2 Inducéo da estrobilizacéo de tetratirideos

A inducdo da estrobilizagdo de tetratirideos foi realizada conforme descrito por
Markoski et al. (2003). Tetratirideos, aproximadamente 3000 por frasco, previamente
mantidos em cultivo em condigdes basicas (3.2.1.1) por 48 h eram incubados por 24 h com
10° BAEE/mL de tripsina em meio de cultivo, a uma temperatura de 39°C. Apds esse

tratamento, eles eram coletados e processados para o preparo dos extratos protéicos.

3.2 Preparo de extratos protéicos

Os tetratirideos (aproximadamente 3.000) tratados ou ndo para a inducdo de
estrobilizagdo (IN e TT, respectivamente), eram lavados 10 vezes em tampao Tris-HCI
40mM pH 7,2 antes de serem homogeneizados em um homogeneizador de vidro, em um
banho de gelo. Apos, os homogeneizados eram centrifugados a 15.000 x g por 30 min a
temperatura ambiente, para a separagdo das fases soluvel e insolivel. O conteudo protéico
da fase soluvel era quantificado pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay), usando
como referéncia curvas-padrao de BSA. Apos a quantificagdo, as amostras (fases solavel e
insolivel) eram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Aquelas

destinadas a 2DE eram separadas em aliquotas de 2 mg antes de serem congeladas.
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3.3 Andlise protedmica de M. corti

3.3.1 Eletroforese bidimensional (2DE)

Para a 2DE, amostras contendo 2 mg de proteinas eram precipitadas por um periodo
minimo de 18 h e maximo de 36 h em 20% de acido tricloroacético (TCA) em acetona, a
-20°C. As amostras eram entdo lavadas com acetona em CINCO passos sucessivos de
centrifugacdo por 10 min a 13.000 rpm a 20°C. Apds, o sedimento formado era secado a
temperatura ambiente e incubado por 40 min com tampao de solubilizacdo (7 M uréia, 2 M
tiouréia, CHAPS 4% (p/v), ditioeitol (DTT) 1% (p/v) e 0,2% (v/v) de anfélitos (BioRad).
Apds mais uma centrifugacdo de 40 min nas mesmas condi¢des anteriores, o sobrenadante

era utilizado para hidratacdo das tiras de isoeletrofocalizagdo (IPG).

Foram utilizadas tiras de pH imobilizado para IPG de 17 cm nas faixas de pH de 3-
10 e 4-7 (BioRad). Elas eram hidratadas por 18 h a temperatura ambiente com um volume
de 300 puL do sobrenadante do passo anterior. As IEF foram realizadas em um aparelho
Protean IEF Cell System (BioRad), a at¢ 55.000 VH, com uma voltagem méxima de
10.000 V. As tiras foram equilibradas no tampao de equilibrio I (glicerol 30% (v/v), uréia 6
M, DTT 1% (p/v) e um trago de azul de bromofenol), por 15 min, e no tampao de
equilibrio II (tampao de equilibrio I com 4 % (p/v) iodocetamida em lugar de DTT) por
mais 15 min. Na segunda dimensao, as tiras IPG foram resolvidas verticalmente por SDS-
PAGE 12%, utilizando uma cuba Protean II xi 2D cell (BioRad) e a uma amperagem

média de 80 mA por gel.

Cada amostra a ser analisada (TT ou IN) foi produzida independentemente 3 vezes
(réplicas bioldgicas) e cada réplica biologica foi submetida a 2DE duas vezes (réplicas

técnicas), resultando um total de 6 géis para cada condicdo analisada. Os géis eram corados
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com Coomassie Brilliant Blue R250 ou G250 e digitalizados utilizando um scanner GS800
(BioRad). A edigdo e analise das imagens foram realizadas utilizando-se os softwares

Quantit One e PD-Quest (BioRad).

3.3.2 MALDI-TOF MS

Os spots de géis de 2DE selecionados para analise por MALDI-TOF MS eram
excisados do gel e lavados duas vezes em tampdao NaHCO;3; 25mM em acetonitrila 50%
(v/v) e acido trifluoroacético 5% (50% ACN/5% TFA, pH 8,0), por 15 min. Depois, cada
amostra (spot) era incubada por 5 min em ACN 100% e reidratada em 7 pL de uma
solucdo de tripsina (10 pg/mL) em NasHCO; 25 mM pH 8,0 e incubada por 16 h a 37°C.
Cada amostra digerida era entdo incubada duas vezes em ACN 50%/TFA 5% por 1 h,

secada e estocada a -80°C até a analise por MS.

As anélises por MALDI-TOF MS foram realizadas no Laboratorio de Protedmica
do Instituto Pasteur, em Montevidéu, Uruguai, através de colaboragdo com o grupo do Dr.
Carlos Cerveiaski, no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), em Campinas (SP),
através do projeto MAS80015, e no Laboratério de Quimica de Proteinas e Espectrometria
de Massas do Centro de Biotecnologia da UFRGS. Os equipamentos utilizados foram um
Voyager DE PRO Biodectrometer (Applied Biosystems), no Instituto Pasteur de
Montevideo; um MALDI Q-Tof Premier (Waters), no LNLS; ¢ um MALDI micro MX

(Waters), no Cbiot.

3.3.3 LC-ESI-Q-TOF MS/MS

Amostras de 2 mg de extratos protéicos soltiveis de M. corti foram diluidas em uma
solugdo de uréia 8 M em NaHCO; 25 mM e tratadas com 40 pg de DTT, por 1 ha37°Ce

com 200 pg de iodocetamida, por 30 min, a temperatura ambiente, no escuro. A amostra
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era entdo diluida com NaHCO; 25 mM até uma concentragao final de uréia de 1 M e
digerida com 20 pg de tripsina por 4 h, a 37° C. A seguir, a mesma quantidade de tripsina
era adicionada e incubava-se a amostra por mais 16 h a 37° C. A amostra digerida era
dessalinizada utilizando um HLB Cartridge (Waters Oasis), sendo finalmente eluida em

300 uL de ACN 70%/TFA 0,1%.

Antes de serem aplicados no espectrometro de massas, as amostras passavam por
uma primeira separagdo por cromatografia liquida de troca anidnica forte (Waters nano
ACQUITY UPLC, Waters). Apods, as amostras eram aplicadas no espectrometro de
massas, Micromass Q-Tof (Waters) no LNLS e Q-Tof Micro (Waters) no Cbiot, ¢ a

ionizagdo era realizada por electrospray (ESI).

3.3.4 Identificagdo de proteinas a partir de dados de MS

Os dados de massa ou seqiiéncia de aminoacidos, resultantes das andlises por
MALDI-TOF MS ou MS/MS e LC-ESI-Q-TOF MS/MS, foram utilizados para a
identificagcdo das proteinas correspondentes. Isso foi feito através de correspondéncia das
seqiiéncias geradas de novo com seqiiéncias depositadas em bancos de dados, ou das
medidas das massas monoisotopicas dos peptideos com as massas monoisotopicas tedricas
geradas utilizando a ferramenta de busca MASCOT (http://matrixscience.com), a partir da
digestdo virtual in silico de seqiiéncias depositadas em bancos de dados publicos (NCBI,
por exemplo) e em bancos de dados locais e remotos que disponibilizam seqiiéncias de
ESTs de M. corti (Bizarro et al., 2005), de Echinococcus granulosus (Fernandez et al.,
2002) e de outros helmintos (LophoDB,

http://www.nematodes.org/NeglectedGenomes/Lopho/LophDB.php ).
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3.3.5 Identificacdo de proteinas diferencialmente expressas através de LC-
ESI-Q-TOF MS/MS.

A identificagdo de proteinas que apresentaram diferengas quantitativas nos niveis
de expressdo entre TT e IN, deu-se através da andlise do indice de abundancia protéica
exponencialmente modificado (emPAI; Ishihama et al., 2005). Esse indice ¢ diretamente
proporcional a abundancia absoluta de uma dada proteina em uma amostra de contetido
protéico total conhecido (Hewitson et al., 2008). Dessa forma, quando se calcula a razao
entre os emPAIl de uma mesma proteina em diferentes amostras com mesma massa
protéica total, ¢ possivel determinar diferencas na quantidade absoluta dessa nas duas

amostras, identificando, assim, proteinas diferencialmente expressas.

Assim sendo, calculou-se a razdo entre o indice de abundancia protéica de TT
(emPAlrr) e em IN (emPAln) para as proteinas presentes em ambas amostras.
Considerou-se, quando obteve-se valor superior a 1, que havia aumento da expressao em
TT, quando obteve-se valor inferior a 1, que havia aumento da expressdao em IN e, quando

o valor era igual a 1, que nao havia alteragdo na expressao.
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4 Resultados

4.1 Andlise de extratos de TT e IN por 2DE e MALDI-TOF MS

4.1.1 Perfis eletroforéticos bidimensionais

4.1.1.1 Perfil eletroforéticode TT

Extratos de TT foram resolvidos na faixa de pH 3-10 e corados com Coomassie
Brilliant Blue G250 ou R250 (Figura 4.1). Nestes géis observou-se que grande parte das
proteinas observadas encontra-se numa faixa de pH mais restrita, entre 4 e 8,
aproximadamente, com a maioria dos Spots localizados no centro da IPG. Além disso,
observa-se também que em pH mais acido, a resolucao do gel fica bastante comprometida.
Uma vez que a maioria dos Spots resolvidos encontrava-se em uma faixa de pH de
aproximadamente 4 a 8, optou-se por explorar uma faixa de pH mais restrita. Assim sendo,

as analises por 2DE subseqiientes foram realizadas com IPG na faixa de pH 4-7.

No perfil geral de géis 2DE de TT na faixa de pH 4-7 (Figura 4.2) pode-se observar
mais uma vez a baixa resolucao em pH acido (3 a 4, aproximadamente), porém, no restante
do gel, houve uma boa resolucdo de spots. Foi possivel a identificacdo de alguns Spots
alinhados horizontalmente, correspondentes a proteinas que apresentam a mesma massa,
mas diferentes pl, o que ¢ sugestivo de casos de uma mesma proteina que sofre
modificagdes pds-traducionais, como fosforilagdes. Nos diferentes géis (réplicas técnicas e
biologicas), foi possivel a resolugdo de 74 a 248 spots entre esses géis, de acordo com

analise no software PDQuest.
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O gel selecionado como referéncia para amostras de TT resolvidas na faixa de pH
4-7 é o gel D da Figura 4.2. Esse gel apresenta 248 spots, que serdo comparados com

aquelas das amostras de IN.

4.1.1.2 Perfil eletroforeético de IN

Para fins comparativos € como ja fora observado que para TT a maioria dos Spots
restringia-se a uma faixa de pH entre quatro e oito, os extratos de IN foram também
analisados na faixa de pH 4-7. De modo geral, o perfil 2DE de IN (Figura 4.3) nao se
diferenciou muito do de TT, com baixa resolu¢ao em pH acido (3-4, aproximadamente) e
spots bem definidos no restante do gel. Da mesma forma, observou-se o padrao de spots
caracteristico de presenga de modificacdes pos-traducionais. Nos diferentes géis (réplicas
técnicas e biologicas), foi possivel a resolugdo de 74 a 154 spots entre esses géis, de acordo

com analise no software PDQuest.

O gel padrao selecionado para amostras de IN foi o gel B da Figura 4.3. Este gel

apresentou 154 bandas, as quais serdo comparadas aquelas de extratos de TT.

34



Figura 4.1 — Perfis eletroforéticos bidimensionais de extratos de TT resolvidos na faixa de
pH 3-10 em gel de poliacrilamida 12%. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue G250 (A, B) ou R250 (C, D). O marcador de massa molecular utilizado foi Prestained
molecular weigth markers Low Range (BioRad), cujas massas moleculares estdo indicados
nas laterais dos géis
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Figura 4.2 — Perfis eletroforéticos bidimensionais de extratos de TT resolvidos na faixa de
pH 4-7 em gel de poliacrilamida 12%. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue G250. A massa (kDa) das proteinas utilizadas como marcadores na segunda dimensao
estdo indicadas ao lado esquerdo de cada gel.
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Figura 4.3 — Perfis eletroforéticos bidimensionais de extratos de IN resolvidos na faixa de
pH 4-7 em gel de poliacrilamida 12%. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue G250. A massa (kDa) das proteinas utilizadas como marcadores na segunda dimensao
estdo indicadas ao lado esquerdo de cada gel.
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4.1.2 Identificacao de proteinas de TT e IN por MALDI-TOF MS ou MS/MS

Para TT, foram selecionados spots de géis 2DE das duas faixas de pH utilizadas (3-
10 e 4-7) para obtencdo de dados de massa correspondentes por MALDI-TOF MS ou
MS/MS. De um gel da faixa de pH de 3-10 (gel C da Figura 4.1) foram selecionados 66
spots (Figura 4.4) para a analise por MALDI-TOF MS, tendo sido identificadas seis
proteinas por PMF (Tabela 4.1), correspondentes a sete Spots. Dentre essas proteinas, duas
sdo contaminantes (tripsina e albumina bovina), sendo a segunda proveniente
provavelmente do meio de cultivo dos parasitos. Para outros 48 spots, foram obtidos dados
de massa (Apéndice A), mas nao foi possivel a identificacdo das proteinas correspondentes

com base na comparacao com os bancos de dados atualmente disponiveis.

De um gel 2DE de TT na faixa de pH de 4-7 (gel B na Figura 4.2) foram
selecionados 96 spots para a andlise por MALDI-TOF MS/MS (Figura 4.5). Foram
identificadas 2 proteinas (Tabela 4.2), sendo uma delas a Hsp70 de M. corti ¢ outra
(queratina humana) um provavel contaminante da preparacdo. Para outros 58 spots, foram
obtidos dados de massa (Apéndice B), mas ndo foi possivel a identificagdo das proteinas

correspondentes com base na comparagao com os bancos de dados atualmente disponiveis.

De um gel 2DE de IN na faixa de pH 4-7 (gel B na Figura 4.3) foram selecionados
96 spots para a analise por MALDI-TOF MS/MS (Figura 4.6). Para IN pH 4-7, a proteina
hipotética NCU00624 foi identificada (Tabela 4.3) e 66 spots apresentaram dados de massa

(Apéndice C).
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Figura 4.4 - Gel 2D pH 3-10 de TT cujos spots foram analisados por MALDI-TOF MS e as
proteinas foram identificadas por PMF. Os spots numerados correspondem aqueles
submetidos a analise. Seis proteinas, correspondentes a sete Spots foram identificadas.
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Tabela 4.1 - Proteinas identificadas através de MALDI-TOF MS seguido de PMF a partir de gel 2D (pH 3-10) de TT. O nivel de significancia
considerado nas identificagdes foi p < 0,05. Os valores de massa e pl indicados referem-se a dados tedricos da proteina no organismo onde ela foi

identificada. O ntimero de acesso (N° acesso) refere-se a proteina depositada no banco de dado do NCBL.

DEFINICAO

ORGANISMO

NO

PEPTIDEOS

11

18

19

Hsp70

Precursor de
albumina bovina
sérica

Tripsina

Actina

Actina

Mesocestoides
corti

Bos taurus

Sus scrofa
domestica

Diphyllobothrium
dendriticum

Anopheles
gambiae

ACESSO

Q94614 9C
EST

ABBOS

1EPTB

AAAR2603

Q7QT7K6

LVNELTEFAK; YLYEIAR;
DAIPENLPPLTADFAEDK; DAFLGSFLYEYSR;
HPEYAVSVLLRLAK; LGEYGFQNALIVR;
KVPQVSTPTLVEVSR; VPQVSTPTLVEVSR;
TVMENFVAFVDK

LVNELTEFAK; YLYEIAR;
DAIPENLPPLTADFAEDK; DAFLGSFLYEYSR;
HPEYAVSVLLR; HPEYAVSVLLRLAK;
LGEYGFQNALIVR; LGEYGFQNALIVRYTR;
KVPQVSTPTLVEVSR; VPQVSTPTLVEVSR;
TVMENFVAFVDK

LGEHNIDVLEGNEQFINAAK; LSSPATLNSR;
VATVSLPR

AGFAGDDAPR; IWHHTFYNELR;
IWHHTFYNELR; VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
GYSFTTTAER; SYELPDGQVITIGNER;
DLYANTVLSGGSTMYPGISDR; IVAPPER;

AGFAGDDAPR; YPIEHGIITNWDDMEK;
IWHHTFYNELR; VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILR;

GYSFTTTAER; SYELPDGQVITIGNER;
DLYANTVLSGGTTMYPGIADRQEYDESGPGI
VHR

134

128

57

75

109

24

17

46

28

38

70640

69225

8814

41157

41632

5.47

5.78

6.67

5.56

5.29
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35

36

DEFINICAO

Tubulina cadeia
beta

Tubulina cadeia
alfa

ORGANISMO

Gonapodya sp.

Aedges aegypti

NO
ACESSO

AAY40446

Q16N35

PEPTIDEOS

AVLVDLEPGTMDSVR;
GHYTEGAELVDSVLDVVR; FPGQLNSDLR;
FPGQLNSDLRK; LAVNMVPFPR;
ALTVPELTQQMFDAK; YLTVAAMEFR;
MSVTFVGNSTAIQELFK; ISDQFTAMFR

TIGGGDDSFNTFFSETGSGK;
AVFVDLEPTVVDEVR; QLFHPEQLITGK;
EIVDLVLDR; NLDIERPTYTNLNR;
LIGQIVSSITASLR; IHFPLATYAPVISAEK;
VGINYQPPTVVPGGDLAK

E

92

91

C (%)

27

26

Mr (Da)

43105

43953

o]

5.76

4.93
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Figura 4.5 - Gel 2D pH 4-7 de TT cujos spots foram analisados por MALDI-TOF MS/MS e as
proteinas foram identificadas por seqiienciamento de novo. Os spots identificados estdo
identificados por letras e os Spots para os quais obteve-se dado de massa estdo numerados.
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Tabela 4.2 — Proteinas identificadas através de MALDI-TOF MS/MS a partir de gel 2D (pH 4-7) de TT. O nivel de significancia considerado nas
identificagdes foi p < 0,05. Os valores de massa e pl indicados referem-se a dados tedricos correspondentes as proteinas nos organismos onde foram
identificadas. O niimero de acesso (N° acesso) refere-se a proteina depositada no banco de dado do NCBI. Abreviaturas: E, escore; C, cobertura; Mr,
massa molecular; e pl, ponto isoelétrico.

o N© i
SPOT  DEFINICAO ORGANISMO  , feo PEPTIDEOS E C(%) Mr(a) pl
A Queratina Homo sapines | AAB30058 HGNSHQGEPR; SQYEQLAEQNRK 70 5 65886 | 5.7
Mesocestoides TTPSYVAFTDTER; VSDAVVTVPAYFNDSQR;
B Hsp 70 - AABI18390 GAVHEIVLVGGSTR 79 6 70640 | 5.47
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Figura 4.6 - Gel 2D pH 4-7 de IN cujos spots foram analisados por MALDI-TOF MS/MS e as
proteinas foram identificadas por seqiienciamento de novo. Os spots identificados estdo
identificados por letras e os spots para os quais obteve-se dado de massa estdo numerados.
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Tabela 4.3 - Proteinas identificadas através de MALDI-TOF MS/MS a partir de gel 2D (pH 4-7) de IN. O nivel de significancia considerado nas
identificagdes foi p< 0,05. Os valores de massa e pl indicados referem-se a dados tedricos. O niimero de acesso (N° acesso) refere-se a proteina
depositada no banco de dado do NCBI. Abreviaturas: E, escore; C, cobertura, Mr, massa molecular; e pl, ponto isoelétrico.

SPOT DEFINICAO | ORGANISMO N° ACESSO PEPTIDEOS E C(%) Mr(Da) | pl

LERESPIEQVDEEYHDWGAR;
ENLPTNPDLPADLFTCCLTTPIEMALWFFCLQNPLKTK;
TPLGELNWIFTAITDTIAWTTLPRHLFR;
IMPVYNCHPQSYPELPDTRQHPLWESWDLAVDLALAQLP
ALER; QHPLWESWDLAVDLALAQLPALERK;
KESEGIEYEYINSSFFAEQLTAFEIYLTR;
LLQSAAQDLKPVMVFIWTRVLAVDISCQQDLIK;
AMCAFILAMLCKDYKPGQLVCNSTDIMTYCLYHIARPEG
PLLK; ELLVFFSHFVLRYESK; YESKFLVAAFEQLSEEK;

DYLASPPPEDGQDHR;
Proteina Neurospora DGSIKPSAFGVAHDSIFAACWKHINILSVDPHPETQR;
A hipotética crassa XP_ 965761 GDMSQRSAAAGTHAAVAQPLPSPGLLK; 69 40 160296 6.64
NCU00621 SAAAGTHAAVAQPLPSPGLLKR;

RTASYLFGPLMGTLDPSSTSIPPLSPGLQR;
TASYLFGPLMGTLDPSSTSIPPLSPGLQRSGSR;
KGPGLDSAPPEQNDQATSPANYHVANEPSCAGYK;
THKWNDQIGVINNGSQPAK; FSNGNPEGSKISDMK;
ISDMKFINEDDQALLMTGSSDGVIR;
FINEDDQALLMTGSSDGVIRVYR;
NYDSNENIELASAWRALTHMVPSNVNSGMVFDWQQVK;
DVLRTASTHEHLPVFAVGTSAHLVK;
VFDFDGHELTRIEPYSSFLQGHK;
GTPISATAFHPHRMVLGCAAR
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4.1.3 Analise comparativa dos perfis 2DE de TT e IN

Para a analise comparativa dos perfis 2DE de TT e IN foram selecionados os géis B
das Figuras 4.2 ¢ 4.3, respectivamente. Através da analise, realizada no software PDQuest
V. 8 (BioRad), buscou-se a identificagdo de spots diferenciais, tanto qualitativa quanto

quantitativamente, entre as duas amostras.

Na Figura 4.7, estdo representados os géis de TT e IN analisados, cada um com os
spots exclusivos indicados. Na Figura 4.8 encontra-se a representagdo grafica gerada
através do software utilizado na analise. Nessa, os Spots encontrados apenas em uma ou
noutra amostra estdo indicados, bem como aqueles que comuns a ambas amostras que

apresentaram diferengas quantitativas na expressao.

Através dessa andlise foi possivel identificar 102 spots diferencialmente expressos
entre as amostras, sendo que 72 aparecem apenas em amostras de TT e 25, apenas em IN.
Nao foi obtida identificagdo de qualquer proteina correspondente aos Spots

diferencialmente expressos.
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Figura 4.7 - Spots diferencialmente expressos entre TT e IN. Estdo representados os Spots
que apresentaram diferenca qualitativa de expressdo em TT (A) e um e IN (B).
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Figura 4.8 — Representacao grafica dos spots diferencialmente expressos entre TT e IN. Na
figura acima os Spot que apresentaram alteracdes quantitativas e qualitativas nos niveis de
expressao estdo ilustrados. Aqueles indicados em verde sdo exclusivos de TT; os em
vermelho, exclusivos de IN; e aqueles presentes em ambas amostras estdo em azul.
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4.2 Analise de extratos protéicos de TT e IND por LC-ESI-Q-TOF

MS/MS

Uma vez que o numero de proteinas identificadas através de 2DE seguida de
MALDI-TOF MS e MS/MS foi muito baixo, decidiu-se estudar extratos protéicos soluveis
de TT e IN por LC-ESI-Q-TOF MS/MS. Através dessa técnica, esperava-se identificar um
maior numero de proteinas, o que tornaria possivel delinear melhor os perfis protedmicos
de TT e IN. Além disso, pretende-se dessa forma, realizar uma analise comparativa entre
essas duas fases, a fim de identificar proteinas que poderiam sugerir eventos relacionados

ao desenvolvimento desses vermes.

4.2.1 Analise de extratos protéicos de TT

Através dessa analise de extratos de TT por LC-ESI-Q TOF MS/MS, foram
identificadas 35 proteinas na amostra 1, 32 na amostra 2 e 36 na amostra 3. Levando em
considera¢do as proteinas repetidas nas amostras, obteve-se um total de 59 proteinas
diferentes identificadas nas trés amostras. Dessas 59 proteinas, 35 estavam presentes em
apenas uma das amostras e 26 em duas ou mais amostras. Ainda, aproximadamente 1000
peptideos foram identificados, porém ndo correspondem a qualquer proteina depositada em

bancos de dados atualmente.

Na Tabela 4.4, estdo listadas as 59 proteinas identificadas em extratos de TT.
Dentre essas proteinas, pode-se destacar o grande numero daquelas caracterizadas
funcionalmente como sendo de citoesqueleto e também muitas chaperonas. De forma geral
nenhuma proteina destaca-se particularmente por apresentar fungdo que esteja envolvida

em desenvolvimento. Antes pelo contrério, as proteinas identificadas apresentam fungdes
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basicas como: metabolismo energético e de aminoacidos, transcri¢ao e tradugdo, formagao

de citoesqueleto e chaperonas (como antes citado).
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Tabela 4.4 — Proteinas identificadas por LC-ESI-Q-TOF MS/MS em extratos de TT, ordenadas de acordo com a classe funcional do KOG. O nivel de
significancia considerado nas identificacdes é p<0,05. Os valores de massa e pl indicados referem-se a dados tedricos. O niimero de acesso (N° acesso)
refere-se a seqiiéncia da proteina depositada no banco de dado do NCBI. Abreviaturas: E, escore; C, cobertura; Mr, massa molecular; pl, ponto
isoelétrico; e emPAlI, indice de abundancia protéica.

DEFINICAO ORGANISMO N° ACESSO PEPTIDEOS M; pl  emPAl

Producao e conversao energética (C)

Cintrato sintetase Aedes aegypti XP_001655738 ASLPNHVVTMLK 105 6 20667 | 8.56 -
Lactato Clonorchis sinensis AAVS0238 EVVESAYEIIR 62 | 3 | 36558 [876| 0,1
desidrogenase
Malato desidrogenase | Echinococcus granulosus AAXT73171 VLITGAAGQIAYNLSNMVANGNLFGK 137 8 32958 |8.77 0,1
Proteina carreadora Schistosoma japonicum AAW25342 LLVQNQGEMLK 54 6 18897 |9.68| -
mitocondrial
Fosfoenolbituvato TNMAMLTPSLPGWK; FNDKGELR;
carboxi 1?1 inase Scistosoma mansoni AAD24794 AINPEAGFFGVAPGTNHK; NSVLTNVAETDDGR; | 327 28 26160 [6.89| 0,97
d RPEGIPLVYEAR
Pirofosfatase Schistosoma japonicum AAW25943 VLGILAMIDEGETDWK 61 8 22592 |5.54| 0,25
Controle do ciclo celular, divisdo celular e parti¢cdo cromossomal (D)
Distonina Homo sapiens CAI14341 NVLKDLGHTK; LTQTFLETK; ALVLEKTNNLSK | 69 <1 862002 | 5.13 -
Controle do ciclo celular, divisdo celular e segregacédo cromossomal (D) + Citoesqueleto (2)
Proteina tipo .
Ezrin/radixin/moesin Echinococcus granulosus AAXT73172 EQYDQTDEQWYER 64 5 29578 |5.15| 0,19
Proteina tumoral
controlada na Clonorchis sinensis AAX84199 DFLTGDELFSDAFPIK 110 8 21311 |4.89| 0,27
traducao
Transporte e metabolismo de aminoéacidos (E)
_Omitina Aedes aegypti XP_ 001650687 VLPMNTGVEGGETALK 243 | 13 | 13773 |6.08| 0,44
aminotransferase -

51



Mr
(Da)

DEFINICAO ORGANISMO N° ACESSO PEPTIDEOS

pl emPAl

Transporte e metabolismo de nucleotideos (F)

BAE%4182 TFLMVKPDGVQR 64 8 16883 |5.45 -

Nucleosideo Geobacillus
difosfato quinase stearothermophilus

Transporte e metabolismo de carboidratos (G)

6-fosfogliconato
desidrogenase

Enolase Fasciola hepatica Q27655 VNQIGSVSESIK; YNQLLR 99 4 46715 [6.56| 0,08

Caenorhabditis elegans Q17761 GCPITLIAESVFSR; LPANLIQAQR; 106 11 23540 [8.29| 0,24

Frutose-bisfosphato VDLGVVPLGGTADECTTQGLDNLAQR;

ol Echinococcus multilocularis QYGP32 ALQASAIAAWQGKPENVK; 102 | 17 | 40234 [8.50| -
ISSHNPSYLAMLENANVLAR
Glicano fosorilase Schistosoma japonicum AAX27719 IFPAADLSQQISTAGTEASGTGNMK 111 | 11 | 25418 |4.69| 0,13
Gliceraldeido 3- | i o oceus multilocularis | Q27652 VPTPNVSVVDLTCK; AGIALNDTFVK 152 | 7 | 36658 [9.02]
fosfato desidrogenase 0,1
thogemga isoforma Equus caballus XP 001491690 FSNIQAALDK 74 | 14 | 7188 [733| 028
Fgf;%;;;’se Echinococcus multilocularis | ABS81352 EFGIDEKNMFEFWDWVGGR 77 8 | 24427 [937| 028
Fosfoglicerato T DPAPGTVFLLENLR
quinase 2 Xenopus tropicalis NP_001016545 JQLINNMLDK 86 12 20975 |15.69| 0,18
Tradugéo, estrutura e biogénese de ribossomos (J)
Pr"te“j‘%gbs‘fsomal Schistosoma mansoni ABG21815 FAIHRIHPEEAK; HPGSVEMVHVR 8 48 | 31933 [102| -
Pr"telggsnf‘l’zsomal Schistosoma mansoni ABG21812 GATYGKPTNEGVNQLK 107 | 7 |24262 [113| -
Fator delagfggamento Ceratomia catalpae AAK08659 DSFKYAWVLDK; LPLQDVYK 76 | 4 | 45530 |853] 0,1
(RNA pseudouridina | -\ cohacterium leprae NP 302076 ILGLLAGASK 59 | 3 | 34449 [634] 0,11
sintetase B -
Proteina de fusdo Diaphorina citri ABG81986 TITLEVEPSDSIENVK 80 | 11 | 15550 [9.84| 0,39

ubiquitina/ribossomo
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DEFINICAO

ORGANISMO

N° ACESSO

PEPTIDEOS

Mr

pl

emPAl

Transcricéo (K)

(Da)

Regulador
transcricional Vibrio alginolyticus ZP 01259795 KNIQSLER; NIQSLER 73 3 25916 |8.46 -
hipotético
Replicacéo, recombinacéo e reparo (L)
Histona H2 Schistosoma japonicum AAP06146 AGLQFPVGR; HLQLAIR 71 11 14578 |10.2 -
Histona H3 Culex pipiens EDS41772 YRPGTVALR; STELLIR 69 | 16 | 11532 [104| -
quinquefasciatus
Histona H4 Culex pipiens EDS41771 DNIQGITKPAIR 59 | 12 | 10881 |11.3] 048
quinquefasciatus
Mlozzségsde‘a Schistosoma mansoni CAA30555 VKPMLNIAR; QQLSAQLEEAR 88 1 222939 (5.55| 0,02
Parede celular/ membrana/ biogénese de envoltérios (M)
GD;:?;E?;:Q% Trypanosoma cruzi XP 803911 VAIITGITGQDGSYLAELLLSK 83 | 14 | 16826 |6.64| 035
Modifica¢des pos-traducionais, turnover de proteinas, chaperonas (O)
14-3-3 alfa Nicotina tabacum BADI12168 NLLSVAYK; SAQDIANVELAPTHPIR 73 9 28863 |4.70 -
14-3-3 beta Meloidogyne incognita AAR85527 NSTLIMQLLR 58 8 13240 [4.76 -
14-3-3 epsilon Schistosoma mansoni AAF21436 GIEVMGEKQACAK; DSTLIMQLLR 67 13 19663 |5.19 -
Coclofilina Echinococcus granulosus P14088 HSKPMMLSMANAGK 113 8 17444 |6.47| 0,49
. . NQVAMNPSNTVFDAK;
Hsp 20 Mesocestoides corti AAB18390 VSDAVVTVPAYFNDSQR: IINEPTAAAIAYGLDK 145 7 70930 [5.47| 0,16
Hsp 90 Opistophthalmus carinatus AAQ94359 NPDDISKEEYGEFYK 90 2 83475 [4.89| 0,06
Peroxiredoxina Haemonchus contortus AAT28331 KHGGLGDMK; QITINDLPVGR 67 10 22120 643 | 0,17
Pr"tevlgzo“i?gendo Mus musculus EDL02501 KYEMFAQTLQQSR 70 1 89831 |5.14| 0,06
Modificacdes pds-traducionais, turnover de proteinas, chaperonas (O) + Funcéo geral (R)
Poliubiquitina Taenia asiatica | ABN14989 | ESTLHLVLR; GGMQIFVKK | 73] 10 ] 20109 [8.09] -

53



DEFINICAO

ORGANISMO

N° ACESSO

PEPTIDEOS

Mr

pl

emPAl

Transporte e metabolismo de ions inorganicos (P)

(Da)

Proteina ligante ao

substrato do sistema Natronomonas pharaonis YP 327604 TPAAGIILR 54 1 70240 |4.22| 0,05
ABC
Na+/K+-ATPase alfa Taenia solium Q6RWA9 VAEIPENSTNK; LPADKFPR; 1o | 2 | 113078 |s35] %93
GVPVSQVNPR -
ATPase trasportadora | peihanosarcina barkey YP_305409 TSRILVNGIEK; ELEAEMR; IVLIK 73| 2 102781 |488] -
de cobre tipo P -
Mecanismos de transducéo de sinal (T)
Proteina de morte Aedes aegypti XP_001651489 AGFMPQKIVNEMPAR 68 | 21 | sio1 |10 -
celular programada
Proteina TraBB Syntrophobacter YP 844995 DSADLTGR; ALIEGGSSGR 55 | 7 | 27478 [699| -
determinante fumaroxidans -
Citoesqueleto (Z2)
Subunidade de 20
kDa da proteina
relacionada a Actina | Dictyostelium discoideum XP 646414 HNKPEVEVKTSK 68 5 19705 |9.30 -
co complexo 2/3
(Arp 2/3, 20kDa
AGFAGDDAPR;
HQGVMVGMGQK; HQGVMVGMGQK;
Actina-1 Heterodera glycines QI9GPK2 VAPEEHPVLLTEAPLNPK; 322 20 42156 |5.30| 0,41
TTGLVLDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR;
DLTDYLMK
AGFAGDDAPR; HQGVMVGMGQK;
VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
Actina-2 Caenorhabditis elegans P10984 TTGIVLDSGDGVTHTVPIYEGY ALPHAILR; 472 32 42127 |5.29| 0,45

DLTDYLMK; GYSFTTTAER;
KDLYANTVLSGGTTMYPGIADR;
QEYDESGPSIVHR
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Mr

DEFINICAO ORGANISMO N° ACESSO PEPTIDEOS (Da) pl emPAl
VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
TGIVLDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR;
Actina-3 Echinococcus granulosus Q03342 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK; 545 34 35032 [5.25| 0,8
SYELPDGQVITIGNER;
DLYANTVLSGGSTMYPGIADR
VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
. .. TTGVVLDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR;
Actina-4 Caenorhabditis elegans P10986 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK: 369 25 40632 |5.56| 0,56
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
YPIEHGIITNWDDMEK;VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILR;
Actina-5 Aedes aegypti AAY81972 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK; 629 32 42201 [5.30| 0,85
SYELPDGQVITIGNER;
DLYANTVLSGGTTMYPGIADR
Proteina que se liga a
actina e do grupo da Echinococcus granulosus AAK15753 SAAAAFLQDLESK; DIKPDDVHMILAK 94 15 18408 |5.05| 0,21
familia da severina
Dineina cadeia leve 1 Plasmodium falciparum XP 001350541 FGSEIAYVK 63 8 12731 |5.44| 0,31
Miofilina Echinococcus granulosus Q24799 INENATMPFK; IMENISAFLEAMK 134 11 22532 19.33| 1,03
Paramiosina Taenia solium AATI4289 FNADMAALK; LNAEVLR 88 1 98769 [5.31| 0,04
Severina Echinococcus granulosus Q24800 HSTADEYGTAAYK; LVILK 142 4 42541 [5.85| 0,09
TIGGGDDSENTFFSETGSGK;
. . . AVFVDLEPTVVDEVR;
Tubulina, alfa Schistosoma mansoni AAA29918 FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR: 107 15 53561 [5.04| 0,25
VGINYQPPTVVPGGDLAK
. : N FWEVISDVHGIDPTGTYHGDSDLQLER;
Tubulina, beta Schistosoma japonicum AAO059417 GHYTEGAELVDSVLDIVR 82 18 27360 |4.84 -
Proteina de fusio ESTLHLVLR; AGFAGDDAPR; HQGVMVGMGQK;
biquitina/ utin Gymnochlora stellata Q7XB19 VAPEEHPVLLTEAPLNPK; 373 17 49584 |5.03| 0,44
ublquitinasac TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAIKR
Nenhum KOG Relacionado
Proteina Sj-Ts4 Schistosoma japonicum | AAK15271 |  LQSALVNSEK; EAMLSISSLATEYKQMGR | 12 | 60 [ 25712 [7.85] -
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4.2.2 Analise de extratos protéicos de IN

Através da analise de extratos protéicos de IN por LC-ESI-Q TOF MS/MS. Um total
de 63 proteinas foram identificada entre os extratos de IN analisados. Dentre essas, 43 estavam
presentes em apenas uma das amostras e 22 estavam presentes em duas ou trés amostras.
Ainda, aproximadamente 1200 peptideos foram identificados, porém ndo apresentaram

correspondéncia com qualquer proteina atualmente depositada em bancos de dados.

Na Tabela 4.5, estao listadas as 63 proteinas identificadas em extratos de IN. Assim
como em amostras de TT, nesta amostra observa-se o predominio de proteinas caracterizadas
funcionalmente como chaperonas e de citoesqueleto, ndo se observando proteinas que se

destacam por fung¢des relacionadas diretamente com o desenvolvimento.
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Tabela 4.5— Proteinas identificadas por LC-ESI-Q-TOF MS/MS em extratos de IN ordenadas de acordo com a classe funcional do KOG. O nivel de
significancia considerado nas identifica¢des foi p<0,05. Os valores de massa (Mr) e pl indicados referem-se a dados tedricos. O niimero de acesso
(N° acesso) refere-se a seqiiéncia da proteina depositada no banco de dado do NCBI. Abreviaturas: E, escore; C, cobertura; Mr, massa molecular; pl,
ponto isoelétrico; e emPAl, indice de abundéncia protéica.

DEFINICAO ORGANISMO N° ACESSO PEPTIDEOS E C(%) Mr(Da) pl emPAI

Processamento e modificacdo de RNA (A)

Fator de Sp'}'fu'?agﬁ‘vig pre-mRNA | ptamoeba histolytica | XP 657274 KIYENALK; ITDFEMK s7| 1 | 101456 |7.5| -
Producéo e conversao energética (C)
ATP sintase, subunidade B Ticodendron incognitum AAN71673 VAIVYGQMNEPPGAR 68 3 50864 |5,5 -
Citrato sintetase Aedes aegypti XP_ 001655738 ASLPNHVVTMLK 105 6 20667 |8,6 -
VLVVGNPANTNCLIMSK;
Malato desidrogenase Echinococcus granulosus Q04820 VLITGAAGQIAYNLSNMVANGNL | 84 20 22850 18,8 0,57
FGK
IAYDEGWMAEHMLIMSVTNPK;
Fosfoenolpiruvat TNMAMLTPSLPGWK;
Ozr%e Xoi P i‘r‘lla 0 Schistosoma mansoni AAD24794 AINPEAGFFGVAPGTNHK; 449 | 33 26160 |6,9| 0,97
carboxiquinase NSVLTNVAETDDGR;
RPEGIPLVYEAR
Pirofosfatase Schistosoma japonicum AAW25943 VLGILAMIDEGETDWK 75 8 22592 |5,5] 0,25
Sucinato de;srlligoffgnase ferro- | senistosoma japonicum | AAV91323 | YASTGPVMKK: YLGPAVLQQAYR | 84 | 10 25856 |85 -
Succinato-CoA ligase, cadeia alfa Escherichia coli NP_286445 MGHAGAITAGGK 66 4 30049 16,3 0,13
Controle do ciclo celular, divisdo celular e particdo cromossomal (D)
Proteina tipo :
Ezrin/Radixin/Moesin Aedes aegypti XP_001652975 IGFPWSEIR 50 5 19737 7,8 0,19
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ORGANISMO

N° ACESSO

PEPTIDEOS

E

emPAI

DEFINICAO

Controle do ciclo celular, divisdo celular e segregagéo cromossomal (D) + Citoesqueleto (Z)

C (%)

Mr (Da)

Proteina tumoral controlada na

~ Clonorchis sinensis AAX84199 DFLTGDELFSDAFPIK 75 8 21311 |49 0,27
tradugdo
Transporte e metabolismo de aminoéacidos (E)
Aminopeptidase N Vibrio cholerar NP 231135 WDAGQMLLAK; FAGHILR 56 1 98750 |54 -
Ornitina aminotransferase Aedes aegypti XP_001650687 VLPMNTGVEGGETALK 234 13 13773 |6,1] 0,44
Transporte e metabolismo de carboidratos (G)
6-fosfogliconato desidrogenase Caenorhabditis elegans Q17761 GCPITLIAESVFSR; LPANLIQAQR | 106 11 23540 |8,3] 0,35
IGMDVAASEFYQDGK;AGIQIVGD
Enolase Echinostoma caproni CAK47551 DLTVTNPER; 283 23 22917 15.,8] 0,96
SGETEDSTIADIVVGLR
VDLGVVPLGGTADECTTQGLDNL
. Echinococcus AQR;
Frutose difosfato aldolase multilocularis Q9GP32 ISSHNPSYLAMLENANVLAR: 191 17 40234 18,5 0,09
ALQASATAAWQGKPENVK
Glucan fosforilase Schistosma japonicum | AAX27719 IFPAADLSQQIS{?GTEASGTGNM 162 | 11 | 25418 |47] 013
Gliceraldeido 3-fosfato . . KVIISAPSADAPMFVVGVNQDK;
desidrogenase Taenia solium ABR24229 VINDNFGIAEGLMTTVHSYTATQK 180 23 20691 |89 0,64
Tradugdo, estrutura e biogénese de ribossomos (J)
IPLQDVK;
Fator de alongamento 1 alfa Schistosoma mansoni CAA69721 IGGIGTVPVGR;GNVAGDSKTILLP | 102 17 20457 18,71 0,19
K
Proteina Ribossomal 40S S18 Argopecten irradians Q8IT98 FQHILR; IPNWFLNR 86 9 17795 |11 022
Proteina ribossomal 40S S4 Schistosoma mansoni ABG21815 FAIHRIHPEEAK; HPGSVEMVHVR | 48 8 31933 10 -

58



DEFINICAO ORGANISMO N° ACESSO PEPTIDEOS E C (%) Mr(Da) emPAI

Proteina ribossomal 60S L15 Schistosoma mansoni ABG21812 GATYGKPTNEGVNQLK 107 7 24262 |11 -
Proteina ribossomal 60S L.21 Aedes aegypti XP_001652845 HALGVIVNK 66 6 18575 11| 0,21
Treonil tRNA sintetase Brugia malayi EDP37841 WPFWLSPR 66 2 36694 |5,6] 0,1
tRNA pseudouridina sintetase B Mycobacterium leprae NP 302076 ILGLLAGASK 57 3 34449 16,3] 0,11
Proteina de fusao Schistosoma japonicum | AAC78304 TITLEVEPSDSIENVK 92 | 11 15550 9.8 0,39
ubiquitina/ribossomo

Replicagéo, recombinacéo e reparo (L)

Histona H2 Gallus gallus NP_001025924 AGLQFPVGR; HLQLAIR 71 16 10377 11 -
Histona H3 Chtenopteryx sicula AAT75189 ITGGK; YRPGTVALR; STELLIR 96 19 12385 10 -
DNIQGITKPAIR; VFLENVIR;
Histona H4 Mus musculus BAB27698 DAVTYTEHAK; 160 42 11361 11 -
ETVTAMDVVYALKR
Miosina, cadeia pesada Schistosoma mansoni CAA30555 VKPMLNIAR; QQLSAQLEEAR 88 1 222939 |5,6 -

Parede celular/ mimbrana/ biogénese de envoltérios (M)

GDP-manose 4,6-desidratase Caenorhabditis elegans CAJ77754 VALITAVTGQDGSYLAELLLSK 60 31 7917 10| 0,87

Modificacdes pds-traducionais, turnover de proteinas, chaperonas (O)

— NLLSVAYK;
14-3-3 alfa Nicotiana tabacum BADI12168 SAQDIANVELAPTHPIR 73 9 28863 4,7 -
. . . VAASDTELSVEERNLLSVAFK;
14-3-3 epsilon Dugesia japonica BAE96758 NLLSVAFK: DSTLIMQLLR 86 13 25329 (4,7 -
14-3-3 zeta Echinococcus granulosus Q8MUA4 NLLSVAYK; DSTLIMQLLR 77 6 29632 14,8 -
Ciclofilina Echinococcus granulosus P14088 HSKPMMLSMANAGK 113 8 17444 16,5 0,49

59



DEFINICAO ORGANISMO N® ACESSO PEPTIDEOS E C (%) Mr(Da) emPAI
Peptidil-prolil-cis-trans Aeromonas hydrophila | YP 855549 VHYTGTLTDGTK 74 | 4 | 28726 |57 0,13
isomerase FkpA -
Glicogenina isoforma 2 Macaca mulatta XP_001109849 FSNIQAALDK 80 14 7188 7,31 0,58
Hsp 20 Taenia solium CAD36617 SIPLPPSVDR; AFVTPEVIDASK 123 9 26016 |6,1] 0,15
Hsp 60 Fusarium graminearum | XP_386422 LLQDVASKTNE{:’?GDGTTTATVL ss | 4 | 61662 |5.6] 0.05
WLDANQQADKEEYEHR;
STAGDTHLGGEDFDSR;
IINEPTAAAIAYGLDKK;
Hsp 70 Mesocestoides corti AAB18390 KVSDAVVTVPAYFNDSQR; 485 15 70930 |5,5( 0,29
VSDAVVTVPAYFNDSQR;
VINSGGKPMIEVEYR;
NQVAMNPSNTVFDAK
. L ADLVNNLGTIAR; HSQFISYPIK;
Hsp 90 Taenia asiatica ABN14906 HFSIEGQLEFAR 10 58 35582 5 -
Homologo de Padl Schistosoma mansoni AAC02298 LINPNMVIANQEPR 46 6 26158 6.8 -
Peroxiredoxina Haemonchus contortus AAT28331 KHGGLGDMK; QITINDLPVGR 67 10 22120 6,4 -
Poliproteina gag truncada | UM '”qulﬂzide'c'c'e”cy AAF22316 KIILGLNK 6 | 2 39986 | 9| -
Proteina contendo vasolina Mus musculus EDLO02501 KYEMFAQTLQQSR 70 1 89831 |[5,1] 0,06
Modifica¢des pés-traducionais, turnover de proteinas, chaperonas (O) + Funcao geral (R)
Poliubiquitina Taenia asiatica ABN14988 TITLEVEPSDTIDNVK 78 17 10583 9,1 -
Transporte e metabolismo de ions inorganicos (P)
Proteina ligante a0 substrato do | . onomonas pharaonis | YP_ 327604 TPAAGIILR 57 1 70270 |42] 0,05

sistema ABC
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DEFINICAO ORGANISMO N°® ACESSO PEPTIDEOS E C (%) Mr(Da) emPAI
Funcao geral (R)
Aldo/ceto redutase Schistosoma japonicum AAW26242 TPAQILIR 59 6 15049 19,6 -
Proteina hipotética CAN77679 Vitis vinifera CAN77679 LGLIKASK 54 9 9342 4.8 -
Mecanismos de transducdo de sinal (T)
Proteina de morte celular Aedes aegypti XP_001651489 AGFMPQKIVNEMPAR 68 | 21 01 |10| -
programada
Mecanismos de transducéo de sinal (T) + Citoesqueleto (Z)
Proteina rica em glicina e cisteina . . GYGFGQGAGVLNTEK;
1 Danio rerio XP_700978 SLDSTNLATK 79 13 20673 19,2 0,19
Citoesqueleto (2)
AGFAGDDAPR; HQGVMVGMGQK;
IWHHTFYNELR;
VAPEEHPVLLTEAPLNPK;
Actina-1 Schistosoma mansoni P53470 TTGIVLDSGDGVTHTVPIYEGYAL | 508 32 42537 |54 0,81
PHAILR; DLTDYLMK;
GYSFTTTAER; EITALAPSTMK,
QEYDESGPGIVHR
TTGIVLDSGDGVTHTVPIYEGYAL
PHAILR;
Actina-2 Schistosoma japonicum P53471 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK; | 426 34 28840 |5,2] 0,45
SYELPDGQVITIGNER;
DLYANTVLSGGSTMYPGIADR
TTGIVLDSGDGVTHTVPIYEGYAL
PHAILR;
LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK;
Actina-3 Echinococcus granulosus Q03342 SYELPDGQVITIGNER; 445 59 22412 |4.,5 1,5
CPEALYQPSFLGMEAVGIHETTFN
SIMK;
DLYANTVLSGGSTMYPGIADR
Actina-5 Diphyllobothrium P53458 SYQLPDGQVITIGNER 85 | 11 16080 |[58] -

dendriticum
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DEFINICAO ORGANISMO N°® ACESSO PEPTIDEOS E C (%) Mr(Da) emPAI
Proteina que se liga d actina e do | £ pinoeoccys granulosus | AAK15753 SAAAAFLQDLESK 86 7 18961 |[58] 02
grupo da familia da severina
Homologo da calpolina Echinococcus granulosus S40075 INENATMPFK 66 6 17106 |7,9| 0,5
Dineina, cadeia leve Xenopus tropicalis NP 001005077 | NADMSEEMQQDAVAVAGQALEK | 157 22 11150 [7,1| 0,57
Miofilina Echinococcus granulosus Q24799 INENATMPFK; IMENISAFLEAMK | 134 11 22532 193] 0,37
Severina Echinococcus granulosus Q24800 HSTADEYGTAAYK; LVILK 142 4 42541 |15,9] 0,09
TIGGGDDSFNTFFSETGSGK;
. . . AVFVDLEPTVVDEVR;
Tubulina alfa Schistosoma mansoni AAA29918 FDGALNVDLTEFQTNLVPYPR: 107 15 53561 5 0,11
VGINYQPPTVVPGGDLAK
Tubulina beta Echinococcus QINFZ6 GHYTEGAELVDSVLDVIR 54 | 10 18041 | 5| -
multilocularis
Nenhum KOG Relacionado
Proteina hipotética . NRSNFNR;
TTHERM 00560050 Tetrahymena thermophila | XP_001010159 NAELQGMYVQGNYQELDR 58 2 106760 ]6,3 -
Proteina reguladora ligante a0 Ralstonia eutropha YP 298878 RMAILEER; MAILEER 62 2 33595 |72]| -

substrato LysR:LysR
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4.2.3 Anélise comparativa dos perfis protedmicos de TT e IN obtidos por LC-
ESI-Q-TOF MS/MS

Através da andlise da fase soluvel de trés extratos protéicos de TT e IN por LC-
ESI-Q TOF MS/MS, foi possivel identificar 59 proteinas em TT e 63 em IN (Tabelas 4.5 ¢
4.6, respectivamente), das quais 42 sao comuns aos dois estagios, 17 sao exclusivas de TT

e 21, exclusivas de IN, totalizando 80 proteinas identificadas (Figura 4.9).

As proteinas identificadas por LC ESI-Q-TOF foram classificadas funcionalmente
de acordo com o KOG (ver Tabelas 4.4 ¢ 4.5) e os dados de classificagdo foram plotados

em diagramas de setores independentemente para TT e IN (Figura 4.10).

As proteinas identificadas em amostras de TT foram classificadas em 15 grupos
funcionais. Desses, dois aparecem exclusivamente nessa etapa do desenvolvimento:
Transporte ¢ metabolismo de nucleotideos (F) e Transcrigao (K). As classes funcionais
mais freqiientes sdo Citoesqueleto (Z, 23%), Transporte e metabolismo de carboidratos (G,
14%), Modificagcdes pos-traducionais, turnover de proteinas e chaperonas (O, 14%) e

Producdo e conversao energética (C, 10%).

Para IN, temos 16 classe funcionais, das quais trés sdo exclusivas: Processamento e
modificagdo de RNA (A), Funcdo geral (R) e Mecanismos de transdug¢do de sinal +
Citoesqueleto (T+Z). As classes mais freqlientes nesse grupo de amostras sao:
Modificagdes poés-traducionais, turnover de proteinas e chaperonas (O, 22%),
Citoesqueleto (Z, 17%), Produgdo e conversdo energética (C, 11%) e Transporte e

metabolismo de carboidratos (G, 10%).
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De forma geral, foi possivel classificar 77 proteinas identificadas para M. corti em
18 grupos funcionais. Trés proteinas, uma de TT e duas de IN, ndo corresponderam a

qualquer classe funcional do KOG.

Tetratirideo Induzido

Figura 4.9 — Diagrama de Venn ilustrando o nimero de proteinas exclusivas de TT e IN ou
comuns a ambas as amostras.
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Figura 4.10 — Representacao da ocorréncia de cada uma das fases funcionais do KOG em
TT e IN. Abreviaturas: A, Processamento de RNA; C, Producao e conversao energética; D,
Controle do ciclo celular, divisdo celular e segregacdo cromossomal; D+Z, Controle do
ciclo celular, divisao celular e segregacdo cromossomal + Citoesqueleto; E, Transporte e
metabolismo de aminodcidos; F, Transporte e metabolismo de nucleotideos; G, Transporte
e metabolismo de carboidratos; J, Tradugdo, estrutura e biogénese de ribossomos; K,
Transcricdo; L, Replicacdo, recombinacdo e reparo; M, Parede celular/membrana/
biogénese de envoltorios; O, Modificagdes pds-traducionais, turnover de proteinas,
chaperonas; O + R, Modificacdes pos-traducionais, turnover de proteinas, chaperonas +
Funcao geral; P, Transporte e metabolismo de ion inorganicos; R, Funcdo geral; T,
Mecanismos de transdu¢ao de sinal; T+Z, Mecanismos de transducdo de sinal +
Citoesqueleto; Z, Citoesqueleto.
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4.2.4 Identificacdo de proteinas diferencialmente expressas em extratos de TT
e IN

Para a identificagdo de proteinas diferencialmente expressas entre as duas fases do
desenvolvimento de M. corti, realizou-se a analise comparativa entre os indices de
abundancia protéica (emPAI) de proteinas presentes em ambos extratos. Dessa forma, foi
possivel identificar diferencas quantitativas nos niveis de expressdo das mesmas nas

diferentes ampostras.

Para tal, quando uma proteina estava presente em ambas amostras, era realizada a
razao entre o emPAlrr e o emPAln. Uma vez que nem todas as proteinas apresentavam
um valor de emPAI, obteve-se essa razdo para 28 proteinas (Figura 4.11). Dessas
proteinas, 17 ndo apresentaram variacdo quantitativa no seu nivel de expressao
(emPAlrr/emPAly = 1), entretanto, outras 11 proteinas apresentaram diferencas

quantitativas entre as duas fases do desenvolvimento (Tabela 4.6).

Dentre essas 12 proteinas, nove apresentaram maior nivel de expressao em IN,
sendo que a variagao desse nivel nas diferentes proteinas foi de 0,08 a 0,69 (enolase e 6-
fosfoglicerato desidrogenase, respectivamente) vezes maior do que a expressao da mesma
proteina em TT, com uma variagdo média de 0,38 vezes. Trés Proteinas apresentaram
aumento do nivel de expressao em TT:GDP manose 4, 6 desidratase (9,7 vezes) miofilina

(2,78 vezes), tubulina alfa (2,27 vezes).
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emPAI IN

1,6 -

1,4

1,2

0,8 -

0,6 -

04 -

0,2 -

*

Expressdo aumentada em IN

Expressdo aumentadaem TT

.11

0,6 0,8 1

emPAITT

1,2 1,4 1,6

Figura 4,11 — Proteinas diferencialmente expressas entre TT e IN. No diagrama acima
estdo plotados os valores de emPAI para as proteinas de TT e IN. No eixo X temos os
valores do indice para amostra de TT e no eixo Y para amostra de IN. A identificacdo e o
nimero de vezes que a expressdo da proteina estd aumentada estdo indicados na Tabela

4.6.
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Tabela 4.6 — Proteinas diferencialmente expressas entre TT e IN. As proteinas estdo numeradas de acordo
com a Figura 4.11 e o numero de vezes que a expressdo da proteina estd aumenta foi obtido pela razéo
emPAITT/emPAIIN .

Identificacéo Aumento da expresséo (vezes
1 6-fosfoglicerato desidrogenase 0,70
2 Actina 1 0,51
3 Actina 3 0,53
4 Dineina 1, cadeia leve 0,54
5 Fator de alongamento 1 alfa 0,53
6 Enolase 0,08
7 GDP-manose 4,6 desidratase 9,7
8 Gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase 0,44
9 Hsp70 0,55
10 Malato desidrogenase 0,18
11 Miofilina 2,80
12 Tubulina alfa 2,27
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5 Discussao

5.1 Andalises de extratos de TT e IN através de 2DE

Neste trabalho, foram estabelecidas as condi¢des de eletroforese bidimensional para
extratos de M. corti. De maneira geral, foi possivel estabelecer que a faixa de pH mais
produtiva para resoluc¢ao dos extratos TT e IN € 4-7, pois nessa faixa concentra-se o maior
numero de proteinas. Em géis de TT, na faixa de pH 4-7, foi possivel identificar até 248
spots, ao passo que para IN, na mesma faixa de pH, foram resolvidos até 154 spots.
Verificou-se, também, que seria interessante a realizacdo de andlises em géis 2DE em
faixas de pH mais restritas, uma vez que é possivel identificar proteinas que nao podem ser
resolvidas dentro da faixa de 4-7, sobretudo em amostras de IN. Em relacdo a concentragao
dos extratos para coloragdo com Coomassie Blue R250 ou G250, viu-se que 2 mg de
extrato solivel é o ideal, em relacdo a concentragdes de 0,75 e 1,0 mg (dados ndo

mostrados).

Ao compararmos géis dos dois estagios, ndo foram encontradas grandes variagoes
nos perfis gerais das duas amostras, com baixa resolu¢do em pH acido e indicativos de
modificagdes pds-traducionais em ambas as amostras. Desta forma, seria interessante o uso
de técnicas de coloragdo que permitam a marcagdo de proteinas fosforiladas ou
glicosiladas, como, por exemplo, os corantes Pro-Q Diammond e Pro-Q Emerald

(BioRad), respectivamente.

Em relacdo ao numero de Spots para os quais obteve-se identificacdo de proteinas,
foram identificadas no total 10 proteinas, sendo uma delas um contaminante. Embora o

numero de proteinas identificadas através de 2DE seguida de MALDI TOF ou TOF/TOF
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seja pequeno, ¢ importante ressaltar que esse numero € baixo, mesmo para helmintos para
0s quais existem projetos genoma em andamento. Hewitson et al. (2008) descreveram a
identificagdo de 15 proteinas em géis 2DE de produtos de secre¢do de Brugia malayi. Da
mesma forma, Robinson et al. (2005) mostraram a identificagdo de 11 proteinas em géis

2DE do secretoma de Trichinella spiralis.

Através da comparacdo dos géis 2DE de TT e IN, foram encontradas 140 proteinas
expressas em ambas as etapas do desenvolvimento, 72 exclusivas de TT e 25 de IN.
Mesmo que n3o se tenha obtido identificagdo para essas proteinas diferencialmente
expressas, foram obtidos dados de seqiiéncia para 25 das proteinas de TT ¢ 11 de IN, o que
pode gerar identificagdes posteriores, a medida que mais seqiiéncias forem depositadas em

bancos de dados para helmintos.

5.2 Perfil protedmico de TT e IN através de LC-ESI-Q-TOF MS/MS

Através da andlise de extratos soluveis de TT e IN, foi possivel a identifica¢do de
59 proteinas em TT e 63 proteinas em IN, das quais 42 sdo comuns aos dois estagios, 17
sdo exclusivas de TT e 21, exclusivas de IN, gerando um total de 80 proteinas identificadas

para M. corti nas duas fases.

Ao classificarmos funcionalmente os dois extratos, temos predominantemente
proteinas relacionadas com fungdes bdsicas estruturais, energéticas e chaperonas, nao
havendo proteinas relacionadas diretamente com desenvolvimento ou ciclo celular. Dessa
maneira, acreditamos que seria interessante o estudo de outras etapas do desenvolvimento

deste parasito, onde essas proteinas poderiam estar mais evidentes.

Embora ndo tenham sido identificadas proteinas com funcdo evidente no

desenvolvimento, muitas das proteinas que figuram apenas em uma ou outra fase do
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desenvolvimento podem apresentar fungdes secundarias relacionadas a esse processo.
Como sera discutido a seguir, diversas dessas proteinas apresentam fungdes relacionadas a
regulacdo da expressdo génica, sendo que algumas delas podem atuar como fatores de
transcri¢ao. Além, disso, foram identificadas proteinas relacionadas a imunogenicidade em
outros helmintos e também a regulacdo do sistema imune do hospedeiro, as quais tornam-

se interessantes alvos de estudo no modelo M. corti.

5.2.1 Proteinas com fung¢des secundarias na regulagao do desenvolvimento

A actina 4, que foi encontrada apenas em extratos de TT, faz parte de uma familia
relacionada a formagdo dos filamentos intermedidrios, sendo o principal componente do
citoesqueleto, além de interagir com a miosina dando a base para a contracdo muscular.
Em um trabalho publicado por Munoz et al. (2004), estudaram-se os padrdes de expressao
em nivel de transcricdo do gene da actina 4 em pupas ¢ adultos fémea e macho de Aedes
aegypti através de Southern blotting. Os autores mostraram que esse gene expressa-se
exclusivamente em pupas fémeas, ndo sendo encontrado jamais em mosquitos adultos.
Além disso, foi verificado que existe um acumulo de mRNA desse gene nos musculos das
asas e patas, ndo havendo expressdo do mesmo nas demais partes do corpo. Esse padrdo de
expressao espacial também ¢é encontrado em outras espécies de dipteros como Drosophila

melanogaster e D. virilis.

A distonina, também encontrada apenas em TT, é uma proteina encontrada em duas
formas, uma exclusiva de tecido neuronal e outra presente em tecidos epidermais. A
primeira forma estd relacionada ao processo de mielinizagdo de nervos periféricos, sendo
que camundongos knock-out para esta proteina apresentam defeitos nas células de
Schwann. A principal caracteristica dessa patologia neuronal estd no acumulo de

neurofilamentos, mitocondrias e corpos densos ligados a membrana em inchagos axonais
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gigantes. A forma epitelial, também chamada bullous pemphigoid antigen 1 (Bpag 1)
(Sawamura et al, 1991), é encontrada na face interna de hemidesmossomos onde estes
ancoram filamentos de queratina (Klatte & Jones, 1994). A distonina/ Bpag la pertence a
uma familia de proteinas associadas com filamentos intermediarios em diferentes tecidos.
A inativagdo desse gene em camundongos leva a fenotipos similares aos descritos para o
knock-out da forma neuronal da proteina, bem como epitélio fragil e a auséncia de
filamentos de queratina associados a placa interna dos hemidesmossomos (Gou et al.,
1995). Através de RT-PCR foi demonstrada variacdo dos niveis de expressdo dessa
proteina em musculo esquelético e em linhagens celulares miogénicas, sendo que havia
aumento dos niveis de expressdo da distonina frente a indugdo de diferenciagdo muscular

(Dalpé et al., 1999).

A lactato-desidrogenase (LDH), encontrada apenas em TT, é um tetrAmero formado
pelas subunidades A e B, que catalisa a conversdao de piruvato em lactato durante a rota
glicolitica. Além desse papel essencial da LDH citosélica no metabolismo da glicose, a
LDH-A foi identificada como uma proteina que se liga a DNA fita simples em diversos
tipos celulares e organismos (Cattaneo et al., 1985; Grosse et al, 1986, apud Kim & Dang,
2005), assim como uma proteina desestabilizadora da dupla-hélice, especulando-se desse
modo que a LDH-A esteja envolvida na transcrigio (Williams, et al., 1985). Estudos
bioquimicos também sugerem que LDH-A e LDH-B sejam componentes de um co-

ativador transcricional dependente de ciclo celular (Zheng, et al., 2003).

As proteinas  nucleosildifosfato-quinase = (NDPK) foram  originalmente
caracterizadas como enzimas housekeeping necessarias para a sintese de nucleosideos
trifosfatados e para a manuten¢do de pools de nucleotideos (Postel, 2002). Além disso,

uma variedade de atividades reguladoras foram atribuidas a essa enzima. Entre elas,
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ligacdo ao DNA, transcricdo e clivagem de DNA. Ha ainda evidéncias de atividade de
helicase da NDPk (Guyon et al., 2004; Hildebrand et al, 1995, apud Postel, 2002). Esta

proteina foi encontrada apenas em TT.

A subunidade beta da ATP-sintase mitocondrial ¢ codificada pelo genoma nuclear,
traduzida no citoplasma e importada para a mitocondria. Todas as subunidades que
formam a ATP-sintase, particularmente a subunidade beta, sdo muito conservadas tanto em
procariotos quanto em eucariotos. A ATP-sintase ¢ responsavel pela catalisacdo da
formagao do ATP, usando a energia gerada pelo fluxo de protons através da membrana
interna da mitocondria durante a fosforilagdo oxidativa (Ohta, et al., 1988; Stock et al.,
1999). Assim como o nimero de mitocondrias por célula varia de acordo com o estagio do
desenvolvimento, a atividade celular e o tipo de tecido, é possivel observar variagdes nos
niveis de expressdo de genes relacionados as atividades do metabolismo oxidativo
(Williams, 1986; Williams et al., 1987). Desse modo, é possivel, que durante a passagem
da fase larval a adulta, ocorra aumento da taxa metabolica celular desses, levando a um
aumento na demanda energética, o que por fim levaria a um aumento no nimero de

mitocondrias e conseqiientemente, da expressdo da subunidade beta da ATP sintetase.

5.2.2 Proteinas com fungdes relacionadas a resposta imune do hospedeiro

A paramiosina, que foi encontrada em amostras de TT, ¢ uma proteina presente em
miofilamentos de musculos de invertebrados. Essa proteina foi identificada em diversos
helmintos parasitas de homens e animais domésticos, ¢ se mostrou mais do que apenas
uma proteina que faz parte de miofilamentos. Essa proteina gera fortes respostas
imunologicas quando camundongos sdo imunizados com extratos totais de S. mansoni.
Visto isso, ja existem estudos iniciais sobre o uso dessa proteina em vacinas contra

esquistossomose (Gobert & McManus, 2005).
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A aminopeptidase N, que foi encontrada apenas em IN, ¢ uma metaloproteinase
tipo II que consiste em 967 aminoacidos com um curto dominio citoplasmatico N terminal,
uma Unica por¢do trans-membrana ¢ um grande ectodominio celular que contém o sitio
ativo. Ela pode ser encontrada em duas formas, chamadas aminopeptidase de membrana e
aminopeptidase soluvel, e exibe diversas isozimas com diferentes fungdes (Luan & Xu,
2007). Essa proteina esta envolvida na degradagdo intracelular de peptideos gerados pela
quebra intracelular de proteinas durante os processos normais de crescimento, bem como
em situagdes de estresse nutricional (http://ca.espasy.org/uniprot/P45274). Em humanos, a
aminopeptidase ¢ uma enzima ubiqua presente em diversos Orgdos, tecidos e tipos
celulares. E uma enzima multifuncional, relacionada a tumorigénese, sistema imunoldgico,
dor, etc. Além de muitas outras fungdes, a aminopeptidase N, esta envolvida na quebra de
antigenos durante o processo de apresentacdo dos mesmos. Essa fungdo facilita a
modula¢ao de resposta a peptideos bioativos (controle da dor; liberagdo de vasopressinas) e
influencia fungdes do sistema imune e eventos celulares primordiais (proliferacio celular,

secre¢do, invasdo e angiogénese) (Luan & Xu, 2007).

A Hsp60 que foi encontrada em amostras de induzidos, apresenta funcdo de
chaperonina quando localizada intracelularmente. Entretanto, no meio extracelular, essa
proteina apresenta atividade pro-inflamatdria (Calderwood et al, 2007). Em resposta ao
estresse, a Hsp60 tem sua expressdo aumentada tanto em microrganismos quanto em
células eucaridticas. Também, alteragdes na localizagdo intracelular da Hsp60 bem como
sua expressao na superficie celular podem ser observadas. Expressao local aumentada da
Hsp60 em tecidos-alvo foi notificada em diversas doengas inflamatdrias. Sendo que a
Hsp60 ¢ um importante alvo para respostas imunes durante inflamagdes cronicas,

regulando a reatividade imunologica inflamatoria ou auto-agressiva (Habich et al, 2002).
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A proteina Pad-1 faz parte da particula regulatéria (RP) do proteasomo, aparecendo
na regido central desse complexo de forma extremamente conservada ao longo da
filogenia. Por sua vez, os proteasomos sdo responsaveis pela degrada¢do de proteinas
através da rota ubiquitina-proteasomo, um mecanismo muito importante de regulagdo pos-
traducional em eucariotos. Sendo que um grande nimero de proteinas, incluindo fatores de
transcricao (c-Jun e p53) e proteinas de ciclo celular (p27, p21) sdo ubiquiladas e
conseqiientemente degradadas nos proteasomos (Nabhan et al., 2002; Hershko &
Ciechanover, 1998). Além disso, a Pad-1, foi descrita como um modulador da transcri¢ao
em leveduras e como um gene de resisténcia a multiplas drogas tanto em leveduras como

em humanos (Shimanuki et al., 1995; Spataro et al., 1997).

Por fim, tem-se as proteinas 14-3-3, com diferentes isoformas encontradas em
ambas as amostras. Essa classe de proteinas ¢ uma familia de moléculas eucarioticas
presentes em diferentes isoformas, que foram encontradas em diversos organismos,
incluindo parasitos (Siles-Lucas et al., 1998). Estudos do perfil de expressao de 14-3-3 em
espécies de Schistosoma mostraram que existem diversas isoformas dessa proteina que sdo
expressas diferencialmente ao longo do desenvolvimento do verme (Schechtman et al.,
1995). Em E. multiocularis e E. granulosus, também foi observada expressao diferencial
de diferentes isoformas da 14-3-3 entre os diferentes estdgios do desenvolvimento (Siles-
Lucas et al., 1998 e 2001). Além disso, também em E. granulosus, foi demonstrada a
expressdo e secre¢do de uma isoforma da 14-3-3 (Siles-Lucas et al., 2000); assim como
ensaios de imunoblot demostraram a presenca de 14-3-3 em extratos somaticos ¢
secretorios-excretorios de vermes adultos (Siles-Lucas & Gottstein, 2003). Além disso, foi
demonstrado que vacinas de 14-3-3 de E. multilocularis tém alta capacidade protetora

contra infec¢des primarias desses parasitos em camundongos (Siles-Lucas et al., 2003).
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Além das proteinas que apresentaram diferencas qualitativas na expressao entre TT
e IN, foi possivel identificar proteinas com alteragdes quantitativas em seus niveis de
expressao através da analise do indice de abundancia protéica (emPAI) das mesmas. Nos
ultimos anos, esse tipo de analise comparativa vem sendo utilizada com sucesso na
identificagdo de proteinas diferencialmente expressas nos mais variados modelos. Foi
utilizado na identificagdo de tais modificagdes em produtos de secre¢dao de helmintos
(Hewitson el al., 2008), bactérias (Barrios-Llerena et al., 2006; Graham et al., 2007;
Ishihama et al., 2008). A principal vantagem desse método ¢ a possibilidade de aquisig¢do
de informagdes quantitativas relativas a expressao de proteinas sem que qualquer custo seja

agregado a analise.

Através dessa abordagem, foi possivel caracterizar trés proteinas com expressao
aumentada em TT e nove, em IN. Essas proteinas apresentaram fungdes gerais
relacionadas a estrutura e processos bioldgicos basicos como biogénese energética e
transcri¢do, trazendo nenhuma evidéncia de processos relacionados ao desenvolvimento de

M. corti.

5.3 MALDI-TOF MS versus LC-ESI-Q-TOF MS/MS

Diante dos resultados obtidos pelas duas técnicas empregadas, 2DE-MALDI-Q-
TOF MS/MS e LC-ESI-Q-TOF MS/MS, foi possivel identificar um grande nimero de
proteinas nos dois estagios do desenvolvimento de M. corti. Entretanto, LC-ESI-Q-TOF
MS/MS parece ser a metodologia mais indicada para o estudo de M. corti e dois aspectos

principais contribuem para tal:
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5.3.1 Disponibilidade de material biologico

A quantidade de amostra necessaria para LC-ESI-Q-TOF MS/MS ¢ muito inferior a
necessaria para MALDI-TOF MS. Esse fator ¢ limitante quando se trabalha com extratos
de vermes segmentados, pois a taxa de estrobiliza¢do varia de 50-80% e dificilmente
obtém-se um volume suficiente de vermes adultos para todas as réplicas necessarias a

validagao dos resultados obtidos por 2DE-MALDI-Q-TOF MS/MS .

5.3.2 Numero de peptideos disponiveis para identificacao

Apesar de 70 a 85% dos peptideos tripticos poderem ser extraidos de géis através
de digestdo in-gel, mesmo a minima manipulagdo pode gerar perdas de 10 a 15% dos
peptideos extraidos. Quando as amostras sdo parcialmente secas em Speedvac, para
concentrar a amostra ou remover acetonitrila, esse nimero pode chegar a 50% (Speicher et
al., 2000). Como, para se obter a identificagdo de proteinas, é necessario um nimero
suficiente de peptideos detectaveis, essa perda pode comprometer a identificagao de
proteinas. Para M. corti, existe o agravante de que ainda sdo poucos os dados de seqiiéncias
depositados. Ainda, essas sao provenientes de uma biblioteca de cDNA, com seqii€éncias
relativamente curtas, o que diminui ainda mais as chances de se obter identificacdes

positivas dentro de um nivel significativo de confianga.

A maior vantagem de utilizar 2DE-MALDI-TOF MS ¢ a possibilidade de se
visualizar as mudangas nos padrdes de expressao ja no gel bidimensional. Apesar de nao
terem sido observadas grandes diferengas entre os perfis eletroforéticos bidimensionais de
TT e IN, essa caracteristica podera ser interessante no estudo comparativo entre TT e
vermes segmentados onde devem existir panoramas moleculares melhor definidos e

provavelmente distintos.
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5.4 Transcripotomica versus Protedmica

Em 2006, Bizarro et al., publicaram um trabalho no qual foi realizado um estudo
transcriptomico do desenvolvimento de M. corti. Ao compararmos esse trabalho com o
presente estudo, verificamos poucas semelhancas, sendo que apenas duas proteinas/genes

estavam presentes em todas as fases estudadas, essas eram as tubulinas alfa e beta.

Dentre as proteinas/genes que apresentaram alteragdo no perfil de expressdo ao
longo do desenvolvimento, encontramos duas proteinas, uma que manteve o perfil
diferencial de expressdo nos dois estudos e outra que apresentou perfil distinto de
expressdo. A proteina relacionada a actina Arp 2/3 foi encontrada apenas em TT em ambos
estudos; a treonil-tRNA sintetase estava presente apenas em TT na analise transcriptdmica

e apenas em IN na analise protedmica.
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6 Conclusao

Através desse trabalho, concluiu-se que:

1- Padronizou-se as seguintes condigdes para a analise de extratos de M. corti: 2mg

de proteina resolvidas na faixa de pH 4-7;

2- Estabeleceu-se os perfis eletroforéticos bidimensionais de tetratirideos que

receberam ou ndo tratamento para indug¢ao de sua segmentagao in vitro;

3- Identificou-se 80 proteinas entre as duas fases estudadas, as quais foram
caracterizadas em 18 grupos funcionais de acordo com o KOG, obtendo-se dessa forma o

primeiro proteoma (parcial) de M. corti;

4- Verifou-se a complementaridade dos estudos de transcriptdmica e protedmica de
M. corti, uma vez que vez que diferentes proteinas puderem ser identificadas por cada uma

delas.

5- Foi demonstrada a expressao diferencial de diversas proteinas com importante

fungdo em processos imunorregulatorios.
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7 Perspectivas

Os proximos passos do estudo protedmico de M. corti seriam voltados a analise de
extratos de vermes adultos, usando as mesmas técnicas utilizadas neste trabalho, com a
finalidade de se obter os perfis bem estabelecidos das diferentes etapas do
desenvolvimento deste parasito. Uma vez que a estrobilizagdo ¢ um processo desencadeado
por distintos fatores (anaerobiose, temperatura e presenca de tripsina), seria interessante
estudar o efeito de cada um desses, separadamente e combinados dois a dois, no padrio de
expressdo protéico de M. corti. Outro aspecto, cujo estudo seria interessante, ¢ a
identificacdo de proteinas modificadas pds-traducionalmente. Para tal, ¢ possivel o uso de
corantes seletivos para proteinas fosforiladas ou glicosiladas, conforme descrito

anteriormente.

Uma vez que dados quantitativos sa3o muito importantes neste tipo de estudos, seria
interessante o uso de técnicas gel-free capazes de identificar alteragdes quantitativas em
proteinas a partir de pequenos volumes amostrais com maior precisdo do que a utilizada
nesse trabalho. Uma forma de fazé-lo seria através do que vem sendo chamado de
protedmica quantitativa diferencial label-free (differential label-free quantitative
proteomics). Uma técnica alternativa a 2DE, que baseia a sua analise quantitativa na
intensidade do spot, mas que apresenta restrigcdes em relagdo a quantidade de amostra, a
hidrofobicidade da proteina e aos pontos isoelétricos extremos; e as metodologias baseadas
em LC-MS/MS, que utilizam técnicas de marcagdo de peptideos, como SILAC, ICAT e
ITRAP, que no entanto sdo muito onerosas. A protedmica quantitativa label-free compara

a intensidade relativa dos picos de peptideos em diferentes amostras bioldgicas
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concomitantemente com métodos de normalizacdo de dados, gerando dados quantitativos

da expressao de proteinas em diferentes condigoes (Fang et al., 20006).
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APENDICE A - Massas calibradas dos spots da Figura 4.4

Identificacéo do spot na Figura 4.4 Massas calibradas do spot (Da)

727.448214; 936.5124; 1175.596802; 1202.569665;
1270.6481; 1330.672162; 1361.652581; 1425.722644;

2 1528.688238;1559.8378; 1676.890215; 1965.988378;
2455.179134
687.322319; 1014.509565; 1088.481480; 1092.435599;
3 1102.490503; 1406.578326; 1440.640996; 1493.604202;

1770.794781; 1803.767246; 2001.961745; 2144.000899;
2329.858775;2337.956200; 2374.950933; 2531.099916
872.309527; 914.365385; 1049.459263; 1228.587390;
1280.576903; 1284.609723; 1301.640093; 1315.578111;
1411.571774; 1417.730350; 1433.725555; 1458.687566;
1506.760810; 1541.789978; 1564.673593; 1611.813964;
4 1692.827609; 1750.876237; 1761.877004; 1768.007092;
1797.940966; 1802.971527; 1859.900632; 1879.843068;
1900.968031; 1971.886593; 2006.998339; 2059.099969;
2135.348439;2210.121057; 2226.067588; 2424.206661;
2448.187363
699.261126; 920.462065; 1201.497005; 1318.592495;
1469.631479; 1516.678908; 1689.804955; 1690.798815;
5 1707.834907; 1790.874563; 1822.780431; 1890.779281;
1906.750626; 1954.040970; 2091.009429; 2147.826691;
2163.834036; 2341.956015; 2402.030727; 2467.075622
733.030989; 852.354585; 1206.546705; 1281.596850;

6 1362.665955; 1743.195080; 1803.900264
891.485746; 993.500690; 1145.078996; 1205.651980;
7 1211.578696; 1303.5673; 1406.754928; 1412.839622;

1497.778021; 1513.773298; 1536.757493; 1601.906497,
1636.798434; 1664.873558; 2381.256495
719.380423; 729.360704; 829.499718; 1145.259550;
1205.726000; 1221.7356; 1245.735899; 1276.762879;
9 1788.067434; 1831.161138; 1944.192305; 2167.153848;
2288.501005; 2349.330462; 3046.830969; 3081.9998;
3108.608238; 3169.646914
10 860.894624; 1276.987890; 1526.644258

775.370841; 792.404444; 978.504339;
1148.585498; 1164.646738; 1286.689069; 1308.594052;
1359.732008; 1399.779196; 1490.720927; 1714.784232;

1826.920669

756.402094; 903.435659; 1044.606188;
1058.574130; 1062.595235; 1084.565641; 1095.562627,
1146.628171; 1172.586201; 1182.632293; 1190.664460;
13 1264.633756; 1405.711178; 1468.752556; 1484.648699;
1487.730670; 1521.717106; 1580.776187; 1616.824892;
1642.882651; 1912.954589; 1982.001846; 2037.998146;

2121.967210; 2188.143036; 2391.178205
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Identificacdo do spot na Figura 4.4

14

15

16

17

20

21

22
23

24

25

26

27

28

29

30

Massas calibradas do spot (Da)
716.430985; 1136.646681; 1175.723739;
1180.664685; 1229.764749; 1244.726018; 1273.719989;
1308.700709; 1374.834217; 1414.8254; 1440.800941;
1466.8695; 1499.9137; 1570.939441; 1706.940724;
1754.958942; 1780.997937; 1822.009042; 1950.108522;
2032.136774; 2110.178640; 2188.266608; 2367.361363;
2857.7647
936.5663; 999.572834; 1047.586174;
1153.685703; 1330.7732; 1361.763100; 1677.006770;
1966.114480; 2455.383795
1007.424756; 1024.451102; 1228.510475;
1264.512497; 1268.483179; 1280.507456; 1284.537248,;
1296.503448; 1301.562476; 1315.483213; 1350.547209;
1411.477954; 1417.634105; 1433.619334; 1449.615158,;
1506.648982; 1564.563010; 1692.696750; 1859.738842;
1879.620646; 2423.933834
872.155355; 1007.311544; 1024.332798;
1228.407574; 1260.369690; 1264.410645; 1280.409461;
1284.443331; 1296.404656; 1301.466093; 1315.385922;
1350.458506; 1411.388391; 1417.552390; 1433.552226;
1449.543222; 1506.577399; 1547.468992; 1564.495652;
1576.495262; 1692.647876; 1859.710376; 1860.001193;
1879.604990; 2424.003194
1096.554228; 1180.712698; 1332.641499; 1464.741954;
1672.892704; 1828.995990
783.349682; 958.495456; 1114.570148;
1324.611369; 1613.714402; 1704.907969; 1846.822586;
1863.847978; 1911.854019; 2234.095631; 2259.201768;
2985.664212
1324.611554; 1576.807753; 1704.894247,
1800.871671; 1928.959821
1371.853024; 1561.957374; 1847.036276
1130.668275; 1175.741828; 1202.710425;
1218.705530; 1240.785774; 1425.880425; 1528.848639;
2178.376389; 2234.244314
1006.533272; 1181.676292; 1372.790059;
1501.786185; 1569.904205; 1586.739747; 1603.755658;
1891.914840; 1995.118243; 2268.989743; 2285.057145;
2641.223880;

1339.725330; 2136.012810; 2151.948074;
2408.000792; 2545.102296; 2664.628574; 2750.293331
970.516997; 1470.747674; 1644.8825; 1997.991244
862.452125; 890.411955; 914.352816; 1142.449827,
1265.4809; 1491.738277; 1506.682196; 1571.8516
969.445652; 987.445061; 997.483035; 1031.412495;
1046.463278; 1505.593676; 1521.607023; 1784.692475;
1803.780901; 1912.765277; 1936.841209; 2455.924014;
2612.036985; 2740.154054
872.129550; 1173.370324; 1228.395780; 1280.397143;
1284.422153; 1301.444589; 1315.364445; 1375.452796;
1413.372272; 1431.490672; 1456.388125; 1547.446678;
1564.465964; 1576.384508; 1692.624281; 1859.689977,;
1879.605870
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Identificacdo do spot na Figura 4.4

31

32

34

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

Massas calibradas do spot (Da)
704.166163; 748.121026; 765.149613; 806.212732;
842.272538; 911.2104; 1049.292450; 1112.365150;

1216.339653; 1260.438469; 1301.484840; 1564.486951;
1580.492508; 1581.544993; 1646.503017; 1742.549007;
1750.704021; 1761.678490; 1797.732821; 2104.8852
704.175044; 748.135885; 765.157166; 799.171009;
806.226870; 842.279743; 1049.306113; 1112.379996;
1260.466930; 1399.471042; 1564.508509; 1581.587435;
1646.535755; 1742.597370; 1750.733214;
1761.707391;1797.761904; 2104.935229;
1228.565191; 1314.571435; 1541.751311; 1682.713707;
1740.837489; 1767.938314; 1900.911672; 2006.926424
764.067470; 906.476848; 999.528808; 1074.622961;
1372.745722; 1529.850358; 1589.885410; 1689.873714;
1799.884368; 1841.154784; 1901.978984; 1949.065768;
2038.028962; 2105.129706; 2180.042293
; 1.249009; 748.260626; 914.387063; 998.393626;
1080.514146; 1122.509058; 1204.573307; 1245.537629;
1276.600873; 1552.628627; 1569.653995; 1585.653358;
1938.150293; 1999.017642; 2015.000504

687.386318; 880.508762; 927.574317;
940.614108; 947.472693; 974.546590; 1012.590582;
1080.552683; 1105.568588; 1138.602705; 1159.604027;
1171.614683; 1238.576059; 1266.689860; 1538.192067;
1598.830599; 1746.874772; 2679.157629
960.427866; 1130.485035; 1206.601685;
1261.578007; 1281.642285; 1303.642436; 1362.735587,
1743.118710; 1803.864568; 1845.885189; 1851.813790
811.297578; 892.378662; 1148.497187,;
1229.545093; 1413.613204; 1528.642505; 1750.581479;
1809.623625; 1825.613626; 1841.600114; 1912.703260;
2003.676555; 2174.883494; 2302.960116; 2565.033007;
2626.033709; 3028.082889
712.278029; 3064.854320
988.437684; 1111.522876; 1324.577249;
1363.684917; 1482.693116; 1517.759986; 1546.623581;
1704.866753; 1919.073814; 1979.883542; 1995.867198;
2070.955234
771.506064; 1101.6432; 1314.737621;
1324.751646; 1370.759965; 1377.865314; 1705.038529;
1840.095791; 1968.199542; 2176.241900; 2273.746991;
2359.239453; 2375.229933; 3259.690106
885.424191; 1085.617991; 1267.6651;
1336.6275; 1382.6091; 1681.740535; 1865.845843;
1887.836910; 2430.115443
1096.536960; 1180.665370; 1332.593092;
1397.774964; 1553.880275; 1626.749050; 1631.864803;
1672.832740; 1686.858264; 1736.859503; 1811.026721;
1828.940150; 2141.185066; 2279.130087; 2335.235450
684.155190; 1239.991823; 1324.643440;
1447.779228; 1576.866246; 1704.971750; 1800.955391;
1929.054339
1115.496507; 1182.669790; 1198.657550;
1271.620862; 1362.628914; 1570.816558; 1624.857758
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Identificacdo do spot na Figura 4.4

49

50

51

52

53

55

56

57

58

Massas calibradas do spot (Da)
720.375161; 1047.600606; 1148.584647;
1208.697250; 1225.714425; 1625.882734; 1647.873383;
1669.845529; 1733.821171; 1913.948519; 2103.029994;
2119.025296
1031.47814; 1285.5981; 1605.870871;
2105.948144
1339.784594; 1438.795616; 2240.235335;
2831.4248
1026.538105; 1085.405970; 1450.570854;
1786.931758
1026.538105; 1085.405970; 1450.570854;
1786.931758
765.369092; 1140.523393; 1156.512466; 1164.511642;
1571.783601; 1982.044183; 1998.030024; 2009.963435;
2015.465291; 2100.901094; 2116.937384; 2132.055516;
2144.021691
1031.589474; 1202.582250; 1262.712670; 1358.673762;
1445.220372; 1505.841202; 1804.073778; 1937.104997,
2194.153553
742.225477; 1123.565716; 1127.573587; 1139.563872;
1155.552622; 1279.566342; 1317.667776; 1389.594419;
1580.753277; 1670.759465; 1761.771219; 1864.867123;
1880.858890; 1965.035124
743.526895; 837.472108; 1100.732128; 1406.921793;
2160.295506; 2388.348837;
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APENDICE B - Dados de seqtiéncia dos spots do gel da Figura

4.5

Identificacd lIdentificacdo

odospotna dospotna Sequiéncia de aminoacidos da proteina
Figura4.5 Figura4.7 A

LPGAGDPAGDRAR; GAARPGRDPRPAAAGGGVPPPAVR;
VGEDLATTPGK; MLLPLGSNTDNISNQQR; MSAREALAIGMVNK

SFFTTLALSEDIQNAIFK; GIVHSEMPSSTTSKLWVIHYWLNLPK ;
QNKTITGIMGTNTTWTTMMGILK ; EPRNDQDSK
VYGSGLGFWFRVQVYGSGFR; ISDVFRLGGIPDAPPAGAAAAPR;
TALPMPSRSK; EAFAKGIVSK; VYRSGDYGR
VMSTGQVWGVDRLGIFTPK; AGQMHDEKR ; APTTPAAHDKK;
RHHGSCESR; EELLTKCR
VVIAGVGLMGGSLGMAMVKGNMATEVVGVDPDR ;

5 - LMPEEGYGFVETSSGQELYFHR; QVNPMHGGGMAEAMEAGTIASK ;
DCMAINLDATFFAAQAAAKIMTEANHQVK
RLVLMIGGEAMQSGFHFALNIALLHMLSAQGYGLFAIAMVMGGVGLS
YIR ; MSERDAVSQMSLDSCDSR ; VYRSGDYGR; FNTRTSMPR
IMTLRPMPVLMISSLTQK ; KDGALDGEAQQAQ; NYAFDTQTK;
KNISTLNHSK; LAAEENMKK
SEKVDPLPSGLTAFVGFLIIMNPTSAVMNGSK ;

8 10 AMFIIAGLAVGLAVPGLLFYR ;
MEALAAAELDDSTEDVESTLFSSMLASPVK; RNQLSVMPK
AAGVEADAPAADAAGGAMAGAATSDVAAADAAARPDAAAPAAARA
SAK; ARILGSVLNGLLPCTIILLTIDANFGPMIANLR ;
MADTAATEVPTAAAAAPATVAKSPK ;
GLDTVSIVVLAIYAVIQVLSVVAVAFMLAAIGMSR
MNNDVSTAETATADLSNLNER;

10 - VMMTKASVEPLNCSSWWPAIQCCSCLVR; ERIPVSTASK;

FEPKRPMAPAK; AATFQGANNR

MNNDVSTAETATADLSNLNER;

11 - VMMTKASVEPLNCSSWWPAIQCCSCLVR; ERIPVSTASK;
FEPKRPMAPAK; AATFQGANNR

EPSAASQCLMDRYMVPFGCLLAMQAHFAR ;

12 12 EVLRPEISELMGAYGAALYGK ; TGTFSLDSICEHQRIYYK;
KPSPSIASSSK
GGTQSPVLAHGMAVALELALR; GGTQSPVLAHGMAVALELALR;
AGLLAELGRHDEGR; AGLLAELGRHDEGR
GPWGWTLFGVNWGLAVAGIIQELWIGHR; EPRNDQDSK;

14 17 ARTQARPTVNETPYEALGATH;

DFNGEVYCTKANGELAILHLHVIALEQDSK; EITMEVLSK
SQYEQLAEQNRK; LVAAQSTIESR; MLMGTVRVIISGDGAR ;
KALTSGDIEYGR; TINGNGATFTASLPASTCAGSTQR
YEEIIDENR; SLATAVGGTCTVLLLAISIYAIYFR;
GLDEAGAGAIGRAPESGMAASADQHAQDGIK;
GTLVCTLSLDTQGLTASPQTDHTMWFTGETPCHR;
SFLISSAMFWLNEFHLDGLR
17 - HIQKEDVPSER; LPNDAKEPVIR; ILEFTNMSFRK; LLQVINNLTNWYIR

18 15 EAFAKGIVSK; EGRLGEMPR; SFRVCGSTSK; QIESGEYFLGK

13 -
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Identificaca
0 do spot na

Identificacdo
do spot na
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19

22

24

26

27

29

34

37

44

47

KLVTTPAYMLAGSITEAASGIR;
DWVAGLPAGLETRLGPGGTTLSAGEEQLVAFAR;
ESLDGAAILFANPASGIQETIHVGTAEARK;
YQLQVFPDAGHFIQEDQPAR
INESTISFKQLENIENYLK; EYRQELTILPYFQFATNPLPDNVAAR;
GMLLYRAEENGIIFHTGAMK; AFMGIGLGLLNTAIASLPALYFSDNK
LGVFQPTFTPSLEPKEAVNQR; RSYEYGDICLFK; [YNNSNVHK;
SSSVDKYSASK
DAITEALVEEMSRDSGVIVFGEDVAGNK;
IGLVDEDYDIEEVDFLEKISK; IWRIPSSDDAEDGAASANNNNGSVR;
ASPPAQTEDSPMDAAGGQAALHLEPLHFLQCHSR
EYEISRNIR; KGYDLRPDAISIK; EETIGIDCVTR;
SCAAANMLSDLGVGRGDR; GGTLSGGEQQMLAIARALMVRPK
EILQVGEMIQDMEMKVNVPR;
GLGGGGGGGAAVAFPVAAAAGAAPSGASATEAEPPK;
AVSSFNLPDLVAANGSSGLIASALVDK;
DTYGLTISGLMCIPPADDAPAPHFALTAK;
GLEWVSGINPVGINTYYADSVK
EDAVIGIVFTGFFAFGLVIITK;
GPTALYTCSQCSSNSSGTTSSGSNGIAGGTIIR;
AELVGLLFDGVYESIIGDWGYDAQSNR; TVQQTTLCR; KPSPSIASSSK
GALTPSAALDRLLAGSGLSYR; GCPLNCLACGGSNYTYSAVFGR;
EPRNDQDSK; LRDAGIHWSETDGQPASSSK;
LPGLILAGLIIATVFSIRQMR
DKRQSSHQTGGRPMIEAIMK;
ATLTRFFAFHFILPFIIAALATVHLLFLHETGSNNPTGISSDMDK;
FVTIGLMPPDARR; AEERPLIAAVFINRLR;
RIIVLPGATETAASFQFEGEGHTLGNALR;
ALCELTGFALTSTSANLTGEPPCR; LGILAIGHGSK; DHSNTGNESK
ITVGLYFYTEATDSDPSKTPGP; VWKPSNHSK;
KEPSVAVTMDELLTVPVDHESR;
SHKPPRPFRVEPIASPNSLESLSSPSSSSSK
MVAGLTQPDAGEIAIFGVDAR;
HVAVVLGHTGPDAIDPGRAFHEIGFDSVTAVELR
AADDFAAFAPTLEQVIALRR
RGDDPILSK; VYVLQGESR; LAGNLIPAPSSR; AMYLGSTIYR
TDGAPIGSLRALSAIDGQFLK;
EGMNVRGLNTAATLWCSAGIGVLCGLGQFK;
SALASRGYEAPEGDTEMAIAR; QIINMWQGVGKAMY APPIDGQIR
NLLSWEKGEPLFPNFPGNR; EFYQDGNGPENVGIYNLSK;
SAYQNASNAHTELNNENTALK; GLEFHGATGSSASKFNSSDHMTPR
ALGSAQAGAERYAGDCDGTAPAR;
GESGAPGPAGFAGPPGADGQPGIKGEHGESGQK;
TYGWKSHLYSHPIILGFR
ELGETTVLPGHGPELPAAGR; DAGYSLPAIPIDRVKPQFR;
VYRGQENGK; VGGPGIVGSFER; VKNHLDFSK
ASLVNVALSK; MISTTSTKESK; MEITPACASK; HLFVDQDSK;
VPPCYDEQGK
QLSTSTSILTDPAQLPEQASK; QLSTSTSILTDPAQLPEQASK
ESDFDIDENIRNTTRPFITITHFGNK;
SYPAGLVYNEKILESMLYGGDPFINLR;
DDIFATISYQIGLAYNIGYVDDIDHLGNRR;
YDLDMFYIEGSGHGGQVMVSNSYLDGSYTER
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56

51

52

59

60

63

65

70

VDLAHIQKIK; RLTAEVGLSGAEGK; SSIMIPIPTKIN;
LIARAQGIEDLIDSAIK; WAVNTVPAGMKAVLEK
VSGNINGIHTDVMTIKFSDK; EMVRIECER;
GINDTLGHPTGDAMLVEMAR; IPVIITKSPSTDK; EQIKTMVPEQPAESK
RNSEGFSKPVYGIELGGPQVGR; GLPGLQGIKGDQGDHGVPGAK;
RPDPAGARGVLYK; HVEDIDLFVAGISERPMRGALVGPTLACIIGR;
RLGEPQIIATVPGVGYR

GLETGSEDATR; ALRPDIPPAVEAVVLRALAK;
SAILIEANTGQILFQKNPNSR; NYLNLPNIK; AWITDGIPK

IVYVGATALVNVSATLQGPGGR;
QEFLTPAMPFLATALAVAAGLVLSWLIR
VLTRPFGHLILVGRPGVGR; NYFELLTLRTGSCGDAGSGSK;
VAMSNSFGKGGTNASLVFSK;
SIATVFTLASGGSGGKEGPISQIGAGFGSLLATLLK
MTDDAEAAFSAVADELRVR; MNSPTVEEAYSFMMGLKEPHLLIYK;
FYDWNTLPIGSKEDVSSGK; KPSPSIASSSK
MVSFISISQGVSLCLLVSSMMLGSSAVPVSGK;
YTCSGDSWTPPISDSLSCEK; GLPPENVWSTEKYLNHVPK
GKIYENFVVEIEVIDFGK; GTEPTIRSCR
DGQEAVGSMGDDTPMAVLSSKQR; FSSMVGSSDTR;
LDVVPIGNDNNTNTSYSRYK; DSVESIPTLLHVLTTYEK
YPEQVPDRAAAVVLANTASK
HFLNFDGQYGLMPTAPSNVFAFCPGNR; FGVEGIIETR; GLSPNSVLRR
EPRNDQDSK; AIIDYIKSK; KPKDSSDPK; QCFSKGSTSK;
RLVNLAQALVGR
IKGPVVPSNSK; VSIMHTYAK; VAEMRVLHR; [YNNSNVHK;
ASCEESDGFK
MATFYVFDTPHGVYLRPEIKLVDDWIK; AINGLEWHDTSEDQFKIHYK
QWLADHPDEVDGVLWHNRSYIFFR; TGVKCMITHR; EPRNDQDSK;
TRNVPALSGGSATPSSNSSPVR
EPMHGSAVISMANGALESFVK; EPMHGSAVISMANGALESFVK;
LDATQQIFDASPENIMAALATAFRAAAGAR; HWGATETLLK
IITSLIGTASSENPSEIFHVPDIWFQLIGEENFR; AAQLELVARLK;
FFGNIGGDGPR; SSFSSPSSSSK

GLLVDDTVAKLVLTNFMAHSFDESTDHSTMK;
DSLKCPCDPEMVSESTCR; NSSSPYLAKAVEFELALCR;
GVGTRGGSPAGADGAATTGSSR
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APENDICE C - Dados de sequéncia dos spots do gel da Figura

4.6

Identificacdo ldentificacdo

do spot na do spot na Sequiéncia de aminoacidos da proteina
Figura 4.6 Figura 4.7

HNATESGICR; THVTHHPTPEGQATLR; HTQEFHNDNKDLNK;
1 94 FAVEGFEADDVIATLATEAEAEGFDVLIVTGDR;
SMTGEEASSFYYRNGTPNAGTLER

AACVAAGIDNPTMLVCGDBLVVISESQGAEEDER; VARLLLQAGK;
HNHIETCR; KPNTPVGLVK

LAAVVDEICR; VHCAVVAPDAVEAVSSTQASEEK;

3 - HHFEGGKSVFEISHK; ESVDIAYAGDVIGLNNPGAFTIGDTVHTGEK;
CHPEAFFGGKVSDETR
4 - YLEENYCR
SALTTVDEELEALLENGEGLYDEKQVVSLCR; JAAADGSLCLR;
5 73 YLCLRNTQLVAFPFNESK; ADVVICGSAEACITPVAIAGFSR;

HLEPLGNSWEVPNCFSTSVNQFI

AVTGSRGWAALYQQRPTPAGGNIFK; LELVVTDDEAQSQFNLPTR;
6 79 NIANDGGAIYLGESGELSLSADYGDIIFDGNLK;
DSLPSNDSVSGTPGPSSGHQLPSSSSQAQK

FSYGQAQGLGITDTDDTYTQGFGR;
7 95 RSPWVLHYNATSCNGCDIELIASLTPLYDLER;
VWMAETLDMDDHLAADGR; SFELPRAIR

FPALDAFAQAHPQVTIDTAAPGPLPAELAAKR; AEWKTENIR;
VISMLKLINK; ELVLGINQLQSVTCDWYIPIHSK; EPVRFEQAVR

QTATLFELSFNRALDEYR;
LLLYLAASPVAVSAVLVQETEFGQKPVYLVSEALQGAK;
ATIMIGSVAISVPNTHISCASNSVMPVQAGQMAK;
LTEEQYFQIITEYEDNQDLDDNDPAKFVAK;
QSGSSIMPGKVNPVIPEAASQASMLVFGYDAALTIACASGSLELNPFL
PLVAATLLDGADLLAR

HLYSPYCTGGSGSNSSGHTEAKATG;
10 80 QKQESSISNIAQINNSTVCNTK; RIYINQLSNHSLDFMVFLLSVR;
ELAAYLLDHQGFSSVPPTALVR

HAILADHAVVWPDTINETQK;
11 82 MAPFPENSTVCVGSTDGWLALHRTDAATTAAGTK;
FAPFLSWLPKDIQASMER; HVNASAISQK

MAHVLQKCAHVLGISLSATGVYYAK;
ALGLGQQYVAQGRVQSTESVSALLFVTAR;
AFLFHTVAGLLEAKEHDNGTISVDMGKPR;

IQTNLYKTTTFVSLYQASENIYNLFDK

KVGIVVNSTGAALLEAYNER; GAVVNLVRAMALDYGK;
GVPLAKLSEYMSDAPSR

RLIFSLLLLAALASAQTADGWK;
14 75 VRPFLPGQVSSCAVGSIDEGNITIITPSK;
LSQLQESVRMMDNLDFSPEEELR; FLVYGLLLLVMLRFRPR

12 84
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88

92

LAINEYDIESAKDSFIAK; NNPKELANLLAQTTQLDPPTLEIMHSK;
GLIDEPEDVKEAFVTESMK;
NSNFGNNRPAPYSQGGGGGGFNKGNQGGGQGFAGNNYNTGGGGQ
GGNMGGGNR

KNTHVAELIER; AALGEFADEGLLTGQRAIPAALER; NTYPQKDPR;
KGIFLEDDDGQTR

GTSDARYGLNNIAGNVNMLTR; DETEVLQLTLRLAAESQAQLR

TQDFGEVQLGIPHPSGLKK; VLRHHTPDR;
HEEISALLAEPDTASDQK; IGYSGDENPKSIF

HHIKVHTTR; MDLDPAHKPSQAEETK; SLLHDAILVAFGLDKK;
DNPPPVTVPYQDIPGFK; YDDSPPDVTTVSSWKQK

AVLLLFLAVEAGAILPAPTHACRAK; SVISTATTTAASATSTCHQK;
VLRHHTPDR; SMTWHHPPFVDTVDK; HTKIFTCTTAVSPYWK

SDVTRGDEVLEESEEEEELDEIDPDLR; RYFSMLNGVDESGNENTIK

MDGASAKQDGLWESK; EALQSLRLSLPMQETQLCSTASSLPLEK;
TEDPSDSGGLGSTADAVGSSLK;
TEDPSDSGGLGSTADAVGSSLKQSR;
SSTSVVSEVSPSSETDNRVESASMTGDSVSEADGNESDSSSHSSLSAR
: VESASMTGDSVSEADGNESDSSSHSSLSAR;
DVLQAAAAQHQDQNQEANGEVRSR;
DSICSSVSMESSLAEPQDELLQILK; QSCWDLGRAMTDLQSMLEAK;
QWYQQQLTLAQEARVR; VADAAASLEQQLEQVKLTLFQR;
DQQLAALQQEHLDVIK; SNQVEHLQQETATLR;
FDKEQMIALTEANETLK; EQMIALTEANETLKK;
EATDAELNQLRAQSTGGSSDPVLHEK;
ELQAKEHLVQTLQAEVDELQIQDGK;
EHLVQTLQAEVDELQIQDGKHSQEIAQFQTELAEAR;
LDEQMSQQPTGSQEMEDLK; EPKGESNSSSPATPIK;
QMEEHTITVHESLSSWAQVEAAPAEHAHPRGDTK

SGDTEGAATALTRHSDISMK;
HGGLVGVMGYGGGVIGRYCDLPDEFPNVK;
NALSLNLPAITYPAGETSMEESGSLAVDIR;
LFQRLADPCLFTPSDGSAPFTR; DEGQANGYQSLQLPPDNPR

YEELQITAGR; RPCQVPGAATGPR;
ADASGDVYFGQNLVALNEGEIKAGDIIEVLETKPK; MTTVRPAAR;
GQIRCSPYITGLLLTR

YEEAVVSLDR; LPETAWGNVNVGLNGTYLTR;
QSPSLPDPTGGRPGK; IKVWPGVPADTSGSTSGGGLGR;
YFAPDASFDHVLCTVTSGPNSR

HGNSHQGEPR; ASPPPDPAAWRR;
YHLNPAGRFVIGGPQSDAGLTGR;
GGSGGSYGGGGSGGGYGGGSGSR
AVLGGGAALLAAPAFLNGPAPEAK;
GLPHNVTTIMDLELWQLAVSLGRDPESR; -
DGISHPSMTVRAVSILAVGLAR; KNYCLSTINNNEGDSCFFSK
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104

LPETAPARLQ; QQQEHPQYQPPHLTDRPAVR; DVILAPGINIK;
SLQILDLAHNK; HINWEAEISNK

LSIGIEDAADIIADLDQALAASTA; IHY GSSSFRENVFLNPTSSK;
DQETDFVLNVEPWREAEILVVTGDNFGCGSSR;
HDNLDAALAGCGLVMGLSARPR;
ALALGADAVAIGTAALIALGDNSPSLEKDYEALGTHAGAYDDWHE
GR

LEGDVASLAFSMHRNAPGALLEALACLAEQGLNMSR;
VLVDTATGQAVPTRPAQGPNKPATKPESR;
MSAHAPHTPVHRVDGDPVAAINWNSIPDEK;
PLLTLCTVSVASYELTQPPSVSVSPGQTAK

SAPAGAPAADGGNQPPNLTSNRR; EAKSVEISPAPRPASISYIK;
GTVLGWVWMLAQPALQVVAFWFLLDFVLR;
VGATLRVYLPAGQDADALLR

AAVPSGASTGVHEAVELR; YLGQEHFR; GGRLSPVEVAK;
LTLDQIDAFLKLASSK; HLSTDIYLQK

INISEYGALVRLMANMGNYLGIYR;
APAPAPVPEASTAPVAAPTTEPSPPAPAAAASLK;
TDADRNCISNIHPPDGLDYR; RLDYELVQR; VPAIIAYSADR

AFYEGRGCEHCHGLGYSGR; HSMENGYHLYDFKGEQLR;
RPRTVATPISAATAADEPPPR;
EQGIFLNDDQWQAITTTEGPLLIIAGAGSGKTR;
IGLGFGIPASILATAVVMYFWLGR

LEKTGLTASK; VILASDANISIETINSILKK;
AQGSEADHVIVALPPSRLLDPSWLYTAVTR

LRSALTDLEADFDVVGDVR; AWNGEKDLLPVGNSLDSTMK;
MAASHPGQVRSQSSGPTVSSK; HLQSITNQEMQMNNANLHK;
RALEGTVGGYWGLYNTELER

QVVQAITQTFGKEIWCK; GAPANKGAPAAK
HAAEPQGHARR; QGSISSITFSIK; GAYDAFQCIPHMGR;
AAAALNDTSSPKR; RDALAVEQLGGR
HNVGYHIVYK;
DAAVPQRPSPSPSPLRSGADGQGSPPTGGTSLPLLRPR;
RDTLAEIDQLK; GLYECGSGWFTSTR; RDYMVTTSSPK
MVYGVYSPALPRYPYPVK; RPRTVATPISAATAADEPPPR

ISLLFHIFLYTLNMFSFYK; FTAAVGVAPKR; DSYVGDEAQSKR;
LNGRDGTEDR; KCAIEVLDAIETICETMK

QAAPGVRLDPEAALAPTGIGDEESLVAAIR; QAAEECPVEAISLD;
YEELQITAGR; GGSGGSYGGGGSGGGYGGGSGSR

QQLVPPPGVKGIDK; AGWFDGVAGIALGSWER; EYEIQIKEK;
KPHVNPTVEQTVRGMNSTFLK

ERVLSEEEPVTGSTRPFIISL; DTDPRFIPR;
NREDIQEAIESYATSIESELSCLEGAK; DLLDTASAYYR; HFLSTIYTR

QIVEVSQAFEYAHELGMATILWCYLR;
NGAAAPRNGSVYNGGCGQLLCR;
MPATGAFSFRASLNAATQATAGNLHR;
GFRLSLLSLAVSLVALALAGVAIYR
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54
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63

FMYAPLTGILGWLLGALGMTNVAWLADPR; CKFSQFANK

HMLADNANPR; LAQVTSKTIR; AMARAQLAGLER; GVKDIAGYSR;
HYVLPLIFLR

AANLGYSDQEILDILNDPDTK; CVSDSTGHLTLAPSRLFER;
HIIDGITNGVALTSSLIGEGIR;
QALARPGLAPAGIENDSVAAYMKETGSAVAGAK

ISELVDISGSGVHILGVQRHR;
LAYFYACAPLMFAALFLVGIENLIKQLFAR; ASCEESDGFK;
VVGEKSLTNSSR

TTQVMEHILGQPMTERAR; YGNSTRPEDCPRGDCPWDSK;
NCWADTGQDWRGSARPCSNTPDPLSDTIHK
TPRESIPLDTITTLQCVSNNR; HAKSDYPDGVVDHDRPLASR;
GAAALVLFALLTAAGVAVGAVDWQAGAAGLPSALAR
HGGLVVSGSENNQVFVYDK; LAHVPIQVWHGLNPGSMFK;
ADIQKGAAALQIGQDPYLR; CGTNTMASSLQHENSSLLR;
HTFVVFFR

GFSGGYRLKPVGSPQNIIFR; IVMVVHTNHANEIDNHTAK;
AAVIHGSDLK; ISLVLTDLEMPEMDGFTLTR

VNQSLDCNGIAFGIMKTTNIDYNTIPNEK;
RPRTVATPISAATAADEPPPR; SCTPLIVENVLVSTSKVTSK;
GPSTLLYGSGASGGVVNVVDGRIAETPVDGFSGR

QENLHQQGR; IMILIDENK; RSGWSTEVDPK; EYKSDEYLEYR;
VYIGNVMAR

WKGLMASIVTSLAIAIAVLTVVGCCIPCIR;
AFWEQGCFQCVRNTVEPTAP; QFGSIESGPCAKTSSIVGDNFK;
YPNESNLINSNSSTLIGFK

FVLQAKSISGNNIGELILIPR; MVLTTLSPSDDGQLPPAGANAFR;
VNQRFELDMDDILAPFLSK; EPRNDQDSK; AATFQGANNR

LAATYRAGNGVTLDAQLYYLATR;
VLVRVGTAGAASSDLAPGELIVAQGAVPLDGTTR;
HGIAVGSTGNLGLSIGIMAAKLGFQAAVHMSADAR

NLLLAVIFEWGIALHGIHSERDR;
GAQAIGAGDVSVAQAPLLGLGRVIALEHAELR; TIHHLLCSTR;
YDDTNPKMLFK

FLRAHGLDK; SLMPGSLERGFCMAVTEPDR;
VQTGEVYIFDIINADTFR;
VILVRPETSPDDIHGMVVAQGILTSRGGMTSHAAIVSR

SGGGFSSGSAGIINYQR; QISNLQQSISDAEQR;
GGGGGGYGSGGSSYGSGGGSYGSGGGGGGGR

TYNIVALPGDGIGPEILSGTLELLELISK;
RPTAADPACAALASASSGRSGNGVGAR; LDVSKAIGHHSIPR;
MGNHKIIMK

VDIIFINIEMQVVEFVAK; NWGCGSVKIDFASSLYAAK;
EDQAGFLAGALAGMMTQTGTVGVVAGVEIPPVK;
HFDEGHNLHTNEPSHHIPYLYMFAGAPYK;
ATQONKDNWSSEAYQSAASFVPK
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64

67

66

RPRTVATPISAATAADEPPPR; TGFSQGQVSQCDTFSARSL;
GVVAEGEALVASGGLSKATSLIPR;
SNMELPLDSVDVSQFSENFLSFNDRIR;
EDQAGFLAGALAGMMTQTGTVGVVAGVEIPPVK

NVVVSIDSKR; TGGSFDGSGRGR; LFITGASPAVRR;
YLKNIEPDNQDK; YLKNIEPDNQDK
LLLLITAFGSVTPFFPGAVFR; LPPGPFPLPIIGNLLQLDFK;
QFILCNEAFQHSALIQIHRR; LYNINCNRNK; APLKGSPLIEK
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