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RESUMO

A hidatidose cistica € uma zoonose causada pela forma larval patogénica
(metacestddeo) do parasito cestédeo Echinococcus granulosus no hospedeiro
intermediario (ovinos ou bovinos e, acidentalmente o homem). O metacestédeo é
um cisto hidatico, que abriga as formas pré-adultas do parasito, os protoescélices,
que, ao serem ingeridos pelo hospedeiro definitivo (canideos) diferenciam-se em
vermes adultos. Se liberados no interior do hospedeiro intermediario, por
rompimento do cisto, rediferenciam-se em cistos secundarios. Pouco se sabe
sobre 0s mecanismos moleculares de desenvolvimento envolvidos nessa
plasticidade dos protoescélices. A fim de identificar e caracterizar proteinas de
protoescolices que possam ter uma participacdo direta na interagdo com o
hospedeiro, foram analisadas fracées ricas em proteinas de superficie. Para isso,
foram coletados protoescolices das espécies E. granulosus sensu stricto (s.s.) e
E. ortleppi (ambas endémicas no Rio Grande do Sul, Brasil), que pertencem ao
complexo E. granulosus sensu latu (s.l.). Foram utilizadas duas abordagens
experimentais: uma andlise in silico do genoma de E. granulosus s.s., que
resultou na predicdo de que ~21% das proteinas totais codificadas como de
superficie; e uma andlise protedmica comparativa de fragdes enriquecidas com
proteinas de superficie de protoescolices de E. granulosus s.s. e E. ortleppi. Nas
analises protedbmicas por espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS) foram
identificadas ao todo 50 diferentes proteinas (30 exclusivas de E. granulosus s.s.,
7 exclusivas de E. ortleppi e 13 compartilhadas). De todas as 50 proteinas
identificadas por LC-ESI-MS/MS, 18 também foram encontradas nas analises in
silico. As proteinas preditas in silico como de superficie, ou identificadas por LC-
ESI-MS/MS, foram submetidas a analise quanto a sua expressdao em
protoescolices (de acordo com a analise transcricional realizada por RNA-seq a
partir do genoma de E. granulosus s.s.), encontrando niveis transcricionais para
todas estas proteinas. Através da classificacdo funcional, foi possivel encontrar
um perfil semelhante entre as proteinas preditas como in silico e as proteinas
identificadas por LC-ESI-MS/MS, como muitas relacionadas a componentes

estruturais, ligadas a membrana e envolvida em diversos processos celulares,
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principalmente relacionados a transportadores e ligagcdo a ions. Estas analises
permitiram encontrar proteinas de Echinococcus granulosus s.l. alvos para futuros
estudos funcionais, para o desenvolvimento de drogas anti-helminticas ou de

interesse como potenciais antigenos para diagnostico ou vacinacao.
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ABSTRACT

The cystic hydatidosis is a zoonosis caused by the pathogenic larval form
(metacestode) of parasite cestoda Echinococcus granulosus in the intermediate
host (sheep or cattle and accidentally man). The metacestode is a hydatid cyst,
with contain the pre-adult form of the parasite, the protoescolex. When ingest by a
definitive host (dogs), the protoescolex will develop into the adult worm. If released
into the intermediate host, by rupture of the cyst, it is possible that dedifferentiate
into a secondary hydatid cyst. Little is known about the molecular mechanisms of
development involved in the plasticity of protoescolex. To identify and characterize
proteins of protoescolex that may have a direct participation in the interaction with
the host, were analyzed fraction enriched with surface proteins. For that, they were
collected protoescolex of the species E. granulosus sensu stricto (s.s.) and E.
ortleppi (both endemic in Rio Grande do Sul, Brazil), which belong to the complex
E. granulosus sensu lato. Were used two experimental approaches: a in silico
analysis of genome of E. granulosus s.s., which resulted in the prediction that
~21% of total proteins encoded as surface; and a comparative proteomic analysis
of fractions enriched with protoescolex surface proteins of E. granulosus s.s. and
E. ortleppi. In the proteomic analysis by mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS) were
identified 50 different proteins (30 exclusive of E. granulosus s.s., 7 exclusive of E.
ortleppi and 13 found in both species). Of all 50 identified proteins, were also
observed 18 in in silico analysis. The proteins in silico predicted as surface, or
identify by LC-ESI-MS/MS, were subjected to analysis of its expression in
protoescolex (under the transcriptional analysis of RNA-seq for E. granulosus s.s.
genome) finding transcriptional levels for all of these proteins. Through the
functional classification was possible to find a similar profile between proteins
predicted in silico and identified by LC-ESI-MS/MS, as many related a structural
components, membrane bound and involved in various cellular processes, mainly
related to transporters and ion binding. These analyzes allowed to find proteins of
E. granulosus s.l. target for further functional studies for the development of

anthelmintic drugs or antigens of interest as potential diagnostic or vaccination.
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Echinococcus

Os helmintos do género Echinococcus pertencem a classe Cestoda (ordem
Cyclophyllidea, familia Taeniidae). As duas principais espécies de importancia
médica e veterinaria sdo Echinococcus granulosus, causador da hidatidose
cistica, e Echinococcus multilocularis, causador da hidatidose alveolar (McManus
& Thompson, 2003). Assim como os outros cestdédeos, as espécies do género
Echinococcus sao endoparasitos que necessitam de dois hospedeiros mamiferos
para completar o seu ciclo de vida (Jenkins et al., 2005; Nakao et al., 2013).

Estudos filogenéticos recentes reconhecem dez espécies diferentes para o
género Echinococcus, com ampla distribuicdo global (Alvarez Rojas et al., 2014).
Essa grande variabilidade genética € uma importante caracteristica deste parasito
(Moro & Schantz, 2009). O complexo Echinococcus granulosus sensu latu (s.l.) é
um complexo de espécies cripticas que compreende varias espécies causadoras
da hidatidose cistica, entre as quais E. granulosus sensu stricto (s.s.) e E. ortleppi
(Balbinotti et al.,, 2012). Juntamente com E. mutilocularis, espécie causadora da
hidatidose alveolar, as espécies componentes do complexo E. granulosus s.l. sao
as que apresentam maior relevancia epidemioldgica, devido a ampla distribuicdo
geografica e ao impacto médico e econémico (Jenkins et al., 2005; Moro &
Schantz, 2009).

1.2. A hidatidose cistica

A hidatidose cistica € uma zoonose causada pelos metacestddeos (formas
larvais patogénicas) de espécies do complexo E. granulosus s.l. O ciclo de vida
(Figura 1) se inicia quando os hospedeiros intermediarios (especialmente ovinos,
bovinos e suinos) sao infectados pelos ovos liberados por um hospedeiro
definitivo (canideo). O homem pode ser acidentalmente contaminado, ingerindo
0s ovos, e tornar-se um hospedeiro intermediario (Eckert & Deplazes, 2004).
Quando ingerido pelos hospedeiros intermediarios, os ovos eclodem e liberam a
oncosfera nas visceras do hospedeiro (geralmente pulmdes e figado), que ira se

diferenciar na forma larval patogénica (metacestédeos). O ciclo tem seu final

16



quando as formas pré-adultas (protoescélices), presentes no interior do
metacestddeo, sdo ingeridos por um hospedeiro definitivo, diferenciando-se em
vermes adultos no seu intestino (Moro & Schantz, 2009). Os metacestédeos
desses parasitos sao cistos uniloculares, cujo crescimento € lento, nos 6rgaos
internos do hospedeiro intermediario (figado e pulmao sao geralmente os 6rgaos
mais afetados) causando sintomas da doencga (Diaz et al., 2011). A hidatidose
cistica & considerada a forma mais comum de hidatidose em seres humanos,
sendo responsavel por mais de 95% dos casos globais (Craig et al., 2007).

Os metacestédeos de espécies do complexo E. granulosus s.l. (Figura 2)
sao preenchidos pelo liquido hidatico e contém os protoescélices (formados a
partir da parede do cisto) (Thompson et al., 1995). O liquido hidatico € composto
por uma mistura complexa de moléculas derivadas do parasito, produtos de
secregcao/excrecao, e componentes do soro hospedeiro (Holemann & Heath,
1997; Juyi et al.,, 2013). A parede de um metacestddeo € composta por duas
camadas, a germinativa que €& mais interna, onde sao originados o0s
protoescolices e também responsavel pela sintese de uma camada externa
acelular e de espessura variavel, a camada laminar. O metacestédeo também é
revestido por uma camada adventicia, produzida pelo hospedeiro em resposta a
presenca do parasito (Moro & Schantz, 2009; Diaz et al., 2011). Um Unico
metacestdédeo pode produzir milhares de protoescélices, porém nem todos os
metacestddeos tem esta capacidade, sendo chamados de inférteis.
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Metacestodeo

Figura 1: Ciclo vital de E.granulosus s.l. O verme adulto (1) desenvolve-se no intestino delgado
do hospedeiro definitivo (canideo). Os ovos do verme adulto (2) s&o eliminados pelas fezes do
hospedeiro definitivo e, quando ingeridos pelo hospedeiro intermediario (ungulados domésticos ou,
acidentalmente o homem) através do contato com cées infectados ou alimentos contaminados,
eclodem e liberam a oncosfera (3), que se diferencia em metacestédeo nos 6rgaos afetados do
hospedeiro (4). Nesta fase ocorre a formacdo do metacestddeo (ou cisto hidatico), que aumenta
gradualmente de tamanho produzindo as formas pré-adultas do verme, os protoescélies (5), em
seu interior. O ciclo completa-se quando o hospedeiro definitivo ingere as visceras contaminadas e
os protoescolices evaginam-se (6), fixando-se na mucosa intestinal para assumir a forma adulta. O
homem, ao contaminar-se com o0s ovos do parasito pode desenvolver metacestédeos (4) em
diversos 6rgéos. (Modificado de: http://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html).
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Figura 2: Estrutura esquematica do metacestoédeo de espécies do complexo E. granulosus
s.l.. A parede do metacestédeo (A) é composta pela camada germinativa (B) e pela camada
laminar (C). A camada germinativa é responsavel pela formacdo da capsula proligera (D), que
cresce em direcao a cavidade do metacestédeo e origina, em seu interior, os proescolices (E). O
metacestddeo é revestido pela camada adventicia (F), produzida pelo hospedeiro. Modificado de
Monteiro et al. (2010).

Os protoescolices, apds serem originados, sédo liberados no lumen do
metacestddeo e permanecem em um estado dormente (ou quiescente) até,
eventualmente, ocorrer uma ruptura do cisto (Thompson & Lymbery, 1990). A
partir deste momento os protoescoélices podem se diferenciar em vermes adultos,
quando ingeridos pelo hospedeiro definitivo, ou se desdiferenciarem em um
metacestédeo secundario, quando liberados no interior do hospedeiro
intermediario (Cucher et al., 2011; Debarba et al., 2015).

1.2.1. Epidemiologia

A hidatidose cistica € uma zoonose com uma distribuicdo global (Figura 3),
comum em animais de pecuaria, e também um problema de saiude humana
especialmente em paises em desenvolvimento (Budke, 2002; Mandal & Deb
Mandal, 2012), pois € responsavel por uma alta morbidade e mortalidade (Brunetti
& White, 2012). Ela é considerada uma das 17 doencas negligenciadas
priorizadas pela World Health Organization (WHO)

(http://www.who.int/neglected diseases/diseases/en).

No cone sul (incluindo o sul do Brasil) e na regido andina da América do
Sul, a hidatidose cistica tem carater endémico ou hiperendémico (De la Rue,2008;

19



Moro & Schantz, 2009). O Rio Grande do Sul possui um alto nimero de casos em
municipios, principalmente de fronteira com Uruguai e Argentina, sendo E.
granulosus s.s. a espécie mais predominante (De La Rue et al., 2006), apesar dos
registros de E. ortleppi terem aumentado no periodo entre 2001 e 2010 (Balbinotti
et al, 2012). Nestes locais perpetua-se o ciclo doméstico do parasito,
principalmente porque os cées s&o alimentados com visceras contaminadas, em

abates clandestinos ou domésticos (Farias et al., 2004).

BO0n0

B Areas altamente endémicas [ Rarolesporadico
[ Presente Provavelmente ausente
[ ] Suspeita [ Néo aplicavel

Figura 3: Distribuicao global do Echinococcus granulosus s.l. e da hidatidose cistica.
Adaptado de: World Health Organization Map Production: Control of Neglected Tropical Diseases
(NTD). World Health Organization (2011).

Estimativas sugerem que a hidatidose cistica € responsavel por uma perda
de 1-3 milhdes de DALYs (disability adjusted life years), e o custo anual com
tratamento dos casos e perdas econdmicas para a pecuaria chegam a US$ 2
bilhdes (Cucher et al., 2015).

1.2.2. Manifestacoes clinicas, diagnéstico e tratamento

A hidatidose cistica normalmente ndo causa sintomas clinicos no
hospedeiro até que o cisto apresente pelo menos 10 cm de didmetro (Eckert &
Deplazes, 2004). A infec¢do pode tornar-se sintomatica se houver ruptura do cisto
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ou aumento da sua massa até comprometer o 6Orgdo afetado e causar
compressdao em 6rgaos e tecidos vizinhos em consequéncia do seu tamanho
(McManus et al., 2003). Considerando que o cisto possui crescimento lento e
variavel, mesmo quando a infeccao por espécies do complexo E. granulosus s.l.
foi adquirida na infancia, a maioria dos casos sO se tornam sintomaticos e o
diagnéstico é realizado apenas quando os pacientes ja sado adultos (Moro &
Schantz, 2009).

Quando, eventualmente, ocorre o rompimento do cisto hidatico e seu
conteudo é liberado no organismo, podem ocorrer reacdes alérgicas que variam
de média severidade até um choque anafilatico fatal (MORO; SCHANTZ, 2009).
Complicacdes relacionadas a liberacdo do conteudo do cisto na cavidade
peritoneal do hospedeiro ainda podem incluir infec¢des fungicas ou bacterianas e
disseminacao dos protoescélices, resultando na formagédo de cistos secundarios
(Kern, 2003; Moro & Schantz, 2009).

O diagnéstico da hidatidose cistica em estagios avancados é realizado por
técnicas de imagem, que incluem ultrassonografia, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética (Barnes et al., 2012; Mandal & Deb Mandal, 2012). Para
estagios iniciais da doenca é possivel utilizar o diagndstico sorolégico, pois o
hospedeiro produz uma resposta humoral detectavel mesmo em uma infecgéao
assintomatica, sendo este tipo de diagndstico mais eficiente para a infecgao pelo
estagio larval e permitindo um tratamento precoce da doenga (Zhang et al., 2012).
A remocao cirurgica dos cistos hidaticos intactos, quando possivel, € a melhor
forma de tratamento da hidatidose cistica. Outras possibilidades sdo o tratamento
com PAIR (puncao, aspiracdo, injecdo e re-aspiracdao) e a quimioterapia com
benzimidazois, sendo que esta ultima pode ser utilizada também em conjunto com
os outros dois procedimentos para evitar o surgimento de cistos secundarios apés
uma intervencao cirurgica (Moro & Schantz, 2009)

1.3. Interfaces parasito-hospedeiro no contexto da infeccao de um
hospedeiro intermediario por um metacestédeo do género Echinococcus
Por muito tempo a estrutura de revestimento externo de cestédeos e

trematddeos foi denominada “cuticula”, mas apds muitos estudos, notou-se que
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se tratava de um tecido vivo e metabolicamente ativo, mais propriamente
denominado de tegumento (Jones, 1998; Halton, 2004). Nos cestédeos,
considerando os estagios de desenvolvimento pré-adulto e adulto, a interface
parasito-hospedeiro € desempenhada pelo tegumento, que € composto por uma
camada sincicial externa, formada por extensdes citoplasmaticas (pseudo-
epiderme), oriundo de uma camada nucleada mais profunda contendo as células
do tegumento (Figura 3). H4 uma semelhangca grande entre o tegumento de
cestddeos e trematédeos, diferenciando-se um do outro apenas pela presenca
(em cestddeos) de microtriqueas (Halton, 2004).

Microtriquias
Membrana plasmatica externa

% 0 o
Pseudo- ' (0] 0

0
epiderme 0 0
:) @ Membrana plasmatica interna
Ty ff—'— Camada basal
l._ Muasculo circular

Célula tegumentar

Figura 4: Desenho esquematico do tegumento de cestodeos. Estrutura sincicial do tegumento
de cestddeos mostrando suas diferentes regides. Adaptado de:
http://cronodon.com/BioTech/Flatworms.html (acesso em 04/2016).

Na regido mais externa do tegumento de cestédeos ha uma adaptacao,
formada por microvilosidades, que resultam na ampliacdo de 25-30 vezes a
superficie de contato, sendo chamadas de microtriquias (Halton, 2004). Estas
estruturas expressam um glicocélice, composto por mucopolissacarideos e
glicoproteina, protegendo o helminto contra enzimas do hospedeiro (Miguez et al.,
1996).
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Uma estrutura tegumentar tipica possui proteinas: (i) intracelulares, e (ii)
ligadas a membrana (Loukas et al., 2007). Estas proteinas tegumentares podem
estar envolvidas em importantes processos bioldégicos que ocorrem através do
tegumento, como nutricdo, excreg¢do, transducdo de sinais, osmoregulacéo,
evasao e modulacao da resposta imune (Sotillo et al., 2015).

Em Echinococcus ssp. o tegumento esta presente em protoescélices e no
verme adulto (sua forma pré-adulta e adulta, respectivamente). Um aspecto
interessante destes parasitos diz respeito ao estagio de metacestédeo, no qual a
camada germinativa atua como seu tegumento (Moro & Schantz, 2009; Diaz et
al.,, 2011). Ela possui a capacidade de secretar a camada laminar, que protege
contra o contato direto com o sistema imune hospedeiro. Durante o periodo em
que os protoescolices encontram-se no interior do metacestédeo, contam com
essa protecdao. Quando séo liberados com o rompimento do cisto/vesiculas eles
passam ao préprio tegumento como interface parasito-hospedeiro, o que ocorre
também quando se diferenciam no verme adulto.

Com isso, devido a complexidade (e importancia) na nutricido e evasao
imune, o tegumento desempenha um papel-chave na interacdo parasito-
hospedeiro em protoescélices e no verme adulto de E. granulosus s.l., sendo
geralmente aceito como um alvo ideal para o desenvolvimentos de vacinas
(Mulvenna et al., 2010).

1.4. Proteinas de superficie nas relacoes parasito-hospedeiro

Helmintos parasitos possuem, em sua maioria, ciclos que incluem
hospedeiros intermediarios e definitivos. Devido a essa condi¢do, desenvolvem
mecanismos para regular o sistema imune do hospedeiro, garantindo sua

manutenc¢ao neste ambiente hostil (McSorley & Maizels, 2012).

Proteinas de superficie sdo de grande importancia na relacao parasito-
hospedeiro, devido a sua direta interagdo com células e moléculas do hospedeiro
(Rosenzvit et al., 2006). Estima-se que 20-30% de todas as proteinas celulares
sao de superficie (Krogh et al., 2001), estas proteinas estdo associadas a

membrana por interagdes hidrofébicas de seus dominios transmebranares,
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através de interacbes eletrostaticas, pontes de hidrogénio ou ainda ancoras
lipidicas covalentemente ligadas a membrana (Tusnady & Simon, 2001).

Dentre as proteinas localizadas na superficie, as ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) representam um importante grupo. Aproximadamente
1% de todas as proteinas codificadas pelos genomas eucaridticos sdo pos-
traducionalmente modificadas na sua regiao C-terminal por GPI (Orlean & Menon,
2007). Estas proteinas podem participar de uma ampla gama de funcgoes,
incluindo o estabelecimento em tecidos do hospedeiro € modulagdo da resposta
imune do hospedeiro (Rosenzvit et al., 2006).

Proteinas de superficie ja foram descritas como exercendo um papel
diagnéstico imunogénico em espécies como Taenia solium, onde proteinas como
GP50 (Bueno et al., 2005) e T24 (Hancock et al., 2006) apresentam resultados
satisfatorios para diagnéstico de cisticercose. Em Echinococcus ainda ha pouca
informacado sobre proteinas de superficie. A proteina conhecida com EG95 para
E. granulosus, e EM95 para E. multilocularis, foi descrita como sendo ancorada
por GPI (Haag et al., 2009). Esta proteina possui um elevado potencial vacinal,
sendo obtida uma protegcdo com antigenos recombinantes a partir de 83% para a
EM95 em ratos e 100% para EG95 em ovelhas (Lightowlers et al., 1999; Gauci et
al., 2005). Estes dados reforcam a idéia do importante papel das proteinas de

superficie nas relacdes do parasito com o hospedeiro.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1, Justificativas

Entender as estratégias de evasao da resposta imune, e 0s mecanismos
de adaptacao fisiolégica de protoescoélices, sdo criticos para determinar alvos
efetivos no controle da prevaléncia de parasitos do género Echinococcus (Pan et
al.,, 2014). Proteinas do parasito possuem a capacidade de interagir com o
sistema imune do hospedeiro, modulando ou estimulando a resposta imune,
mesmo assim, devido a grande plasticidade celular, sdo poucos os
conhecimentos sobre sua biologia molecular (Siracusano et al., 2008).

Proteinas localizadas no tegumento de protoescélices de E. granulosus s.s.
e E. ortleppi, participam diretamente nesta relagdo parasito-hospedeiro em
situacdes que eles enfrentam para fixar-se e manter-se por um longo periodo de
tempo em seus hospedeiros. Conhecé-las e compreender suas fungdes neste
contexto, sdo de suma importancia para entender melhor os mecanismos

utilizados pelo E. granulosus s.l. na hidatidose cistica.

2.2. Objetivo geral
Caracterizacao dos repertérios de proteinas de superficie em protescélices
de E. granulosus s.s. e E. ortleppi para identificacdo de proteinas potencialmente

relevantes para interagdes parasito-hospedeiro.

2.3. Objetivos especificos

- Predicao in silico, a partir de dados genémicos, dos repertorios de
proteinas de superficie de E. granulosus s.l. e seus niveis de expressao;

- ldentificagéo de proteinas presentes na superficie de protescélices de E.
granulosus s.s. e E. ortleppi;

- Identificacdo de funcdes biolégicas desempenhadas por proteinas de
superficie de E. granulosus s.s. e E. ortleppi com relevancia para a biologia dos

parasitos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Analise in silico dos dados gendomicos de E. granulosus s.s. para
predicao de proteinas de superficie.

Para a analise in silico de E. granulosus s.s. foram utilizadas 10.145 sequéncias
de aminoéacidos deduzidas do genoma sequenciado (Tsai et al., 2013) e
depositadas no GeneDB
(ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Echinococcus/granulosus/genome/). Esta

analise teve por objetivo identificar proteinas com caracteristicas de superficie,
mais especificamente proteinas transmembranares e/ou proteinas ancoradas por
GPIl. Primeiramente foram preditas as proteinas que contém dominios
transmembranares, utilizando o programa TMHMM  server v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/). Para a predicdo de proteinas

ancoradas por GPI, foram realizadas duas etapas: primeiro identificando proteinas
com peptideo-sinal, utilizando os programas SignalP v.4.1  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), PrediSi  (http://www.predisi.de/) e

Phobius (http:/phobius.sbc.su.se/) e considerando como preditas as que foram

identificadas em 2 ou 3 programas. Na segunda etapa, a partir do grupo de
proteinas preditas com peptideo-sinal, foi predicdo de proteinas ancoradas por
GPI. Os programas utilizados foram: PredGPI
(http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/), FragAnchor
(http://navet.ics.hawaii.edu/~fraganchor/NNHMM/NNHMM.html) e GPI-SOM
(http://gpi.unibe.ch/), considerando como preditas as identificadas em 2 ou 3

programas.
Os valores padrao definidos foram mantidos para todos os parametros
variaveis dos programas de andlise utilizados. Foram consideradas proteinas de
superficie aquelas proteinas preditas com dominios transmembranares e/ou
ancoradas por GPl. Todas as proteinas preditas como de superficie foram
analisadas quanto a sua expressao em protoescolices, de acordo com a analise
transcricional de E. granulosus s.s. realizada por RNA-seq (Tsai etal., 2013).
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3.2. Obtencao de material biolégico de E. granulosus s.s. e E. ortleppi

Foram coletadas visceras bovinas contendo cistos hidaticos de E.
granulosus s.s. ou E. ortleppi em um frigorifico da regiao metropolitana de Porto
Alegre (RS). As visceras coletadas foram resfriadas, em periodo nunca maior que
5 dias, e encaminhadas para o laboratério. Os cistos foram dissecados e o liquido
hidatico (contendo os protoescélices) coletado com auxilio de uma seringa estéril.
Os protoescolices foram recuperados por sedimentacao e lavados trés vezes com
PBS (27 mM KCI, 20 mM KH2PO,4, 137 mM NaCl, 100 mM NaHPO4, pH 7,4) com
o objetivo de remover restos de membrana. Em seguida os protoescoélices
coletados foram colocados em meio de Hank’s (Hank’s Balanced Salt Solution,
HBSS) (Hanks, 1976), e armazenados em nitrogénio liquido. Uma pequena
quantidade de cada amostra de protoescolices foi reservada para genotipagem e
determinacdo de sua espécie (E. granulosus s.s. ou E. ortleppi), realizada
conforme descrito por Balbinotti et al., 2012.

3.3. Processamento de extratos protéicos para obtencao de fracoes
enriquecidas com proteinas de superficie

Para a obtencdo da uma fragdo enriquecida com proteinas de superficie a
partir de protescélices de E. granulosus s.s. e E. ortleppi, foi utilizado o protocolo
descrito por Ko & Thompson (1995). Depois de descongeladas a temperatura
ambiente, as amostras de protoescélices foram lavadas trés vezes com PBS para
remocao do meio HBSS. Para cada espécie (E. granulosus s.s. e E. ortleppi), trés
amostras independentes de protoescolices (proveniente cada uma delas de um
cisto individual) foram reunidas em um pool, resultando em um total de 400 uL
para cada uma delas. Todos os procedimentos descritos abaixo e sumarizados na
Figura 5 foram realizados da mesma forma para cada um destes pools.

Aos 400 uL de protoescdlices de cada pool foi adicionado 1 mL de tampéao
de lise (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 2% Triton X-114), juntamente com
coquetel de inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) para uma concentracao final de
1 mM, seguindo-se de incubagdo em banho de gelo por 1 h, com 30 s de agitagéao
a cada 10 min. Na sequéncia, cada amostra foi dividida em duas aliquotas iguais,

que foram processadas em paralelo, conforme descrito a seguir.
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Cada aliquota foi centrifugada a 8.800 x g durante 10 min a 0°C. O
sobrenadante resultante (S1) foi transferido para um novo tubo, que foi
acondicionado a -20°C por 24 h. Ao precipitado (P1), foi adicionado 1 mL de
tampdo A (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,06% Triton X-114),
juntamente com coquetel com inibidor de proteases (na concentracao final de 1
mM), seguindo-se incubacdo em banho de gelo por 10 min e centrifugacdo a
8.800 x g por 10 min a 0°C. A fracdo de sobrenadante (SBA) e o precipitado (P1)
resultantes foram armazenados a -80°C.

Apds 24 h a -20°C, a fracao S1 foi descongelada a temperatura ambiente,
incubada a 37°C por 12 min e centrifugada a 3.000 x g por 3 min a temperatura
ambiente. Duas fases foram separadas, sendo a superior (aquosa; fracdo S2)
removida para um novo tubo. A fase inferior (rica em detergente) foram
adicionados 3 volumes de tampado A. Apds homogeneizacdo, seguiram-se
incubagdes em banho de gelo por 10 min e a 37°C por mais 10 min. O
homogeneizado foi entdo centrifugado a 3.000 x g por 3 min a temperatura
ambiente para formagdo de duas novas fases, a superior (fragdo S3), que foi
removida para um novo tubo, e a inferior, rica em detergente. A fase inferior foram
adicionados 3 volumes de tampado A, seguindo-se nova homogeneizacéo,
incubacdo em gelo por 10 min e centrifugacdo a 18.000 x g por 10 min a
temperatura ambiente. Ao final desta etapa, obteve-se um sobrenadante (fracao
S4) e um precipitado (fracao P2).

A fracdo S4 foi transferida par um novo tubo, onde foi adicionado 3
volumes de tampédo A, seguindo-se de homogeneizacdo e separagao (gelo 10
min, 37°C 10 min e centrifugagdo a 3.000 x g durante 3 min a temperatura
ambiente). Como resultado, obteve-se um sobrenadante (fracdo S5), e a fase
inferior, rica em detergente, enriquecida com proteinas de superficie. Em seguida
essa fase foi quantificada para ambas as amostras, e indicou uma quantidade
maior de proteinas na amostra de E. granulosus s.s. em relacdo a amostra de E.
ortleppi.

Cada fracao enriquecida com proteinas de superficie foi precipitada com 3
volumes de acetona gelada, com incubagao a -80°C por 30 min. Para recuperar
as proteinas, a amostra foi submetida a uma centrifugacao de 18.000 x g durante
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15 min em 0°C. Apos foi descartado o sobrenadante e o precipitado seco a
temperatura ambiente. Na sequéncia foi congelado a -80°C até o momento de sua
utilizacao.

3.4. Processamento das fracGes enriquecidas com proteinas de superficie
de E. granulosus s.s. e E. ortleppi para LC-ESI-MS/MS

As fragcbes enriquecidas com proteinas de superficie de E. granulosus s.s.
e E. ortleppi foram descongeladas 10 min a temperatura ambiente e, em seguida,
reconstituidas com 150 pL de solucéo de uréia 8 M em NH4HCO;3; pH 8,0. Apéds
foram submetidas a reducdo, alquilacdo, digeridas com tripsina (Promega),
dessalinizadas e liofilizadas conforme descrito por Monteiro et al. (2010). No
passo seguinte as amostras de E. granulosus s.s. e E. ortleppi foram
ressuspensas com 100 pL e 80 pL de 0,1% de acido férmico, respectivamente.

Para remocao de tragcos do detergente utilizado (Triton X-114), cada
amostra com o0s peptideos resultantes da digestdo com tripsina das fracdes
enriquecidas com proteinas de superficie de E. granulosus e E. ortleppi, foram
utilizadas colunas especificas para este fim (Pierce Detergent Removal Spin
Columns, Thermo Fischer Scientific), seguindo as instrucdes do fabricante. Em
seguida, cada amostra (de E. granulosus s.s. ou E. ortleppi) foi analisada por LC-
ESI-MS/MS (Secéao 3.5).
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Figura 5. Representacdo esquematica do protocolo para obter uma fracao enriquecida com
proteinas de superficie de E. granulosus s.s. e E. ortleppi, utilizando Triton X-114. O
processo consiste em, apds os protoescolices serem lisados com Triton X-114, lavagens da fase
rica em detergente (onde concentram-se proteinas insoluveis, de superficie) afim de eliminar a
maior quantidade de proteinas sollUveis, restando uma fragdo enriquecida com proteinas de
superficie.
3.5. LC-ESI-MS/MSpara identificacao de proteinas em fracoes enriquecidas
com proteinas de superficie

Para identificacdo das proteinas presentes nas fracées enriquecidas de
proteinas de superficie de protoescélices de E. granulosus s.s. e E. ortleppi, foi
realizada uma analise de LC-ESI-MS/MS. Os peptideos de cada amostra de E.
granulosus s.s. ou E. ortleppi (Secao 3.3) foram reconstituidos com acido férmico
0,1% em agua, e carregados em um sistema de cromatografia liquida
NanoAcquitySystem (Waters Corporation) e separados por gradiente de eluicao.
O gradiente de fluxo foi ajustado em 300 nl/min. Depois da cromatografia, os
peptideos foram introduzidos em um espectrdmetro de massas Orbitrap Elite
(Termo Scientific) em uma voltagem de 2.0 kV para a coluna nano-LC. O

espectrometro de massas foi programado para registrar espectros de 400 para
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1600 m/z. Durante as analises, o espectrémetro de massas foi programado para
selecionar os 15 ions mais intensos com duas ou mais cargas. Trés analises

independentes de LC-ESI-MS/MS foram realizadas (réplicas técnicas).

3.6. Processamento e analise in silico dos dados resultantes da analise por
LC-ESI-MS/MS

Os dados brutos resultantes da identificacdo por LC-ESI-MS/MS foram
processados utilizando msConvert (ProteoWizard, versao 3) e exportados no
formato .mgf (Mascot Generic Format). Em seguida foi realizada uma analise
utilizando o programa Mascot Search Engine (Matrix Science, versdo 2.3.02)
contra uma base de dados local contendo as sequéncias de aminoacidos
deduzidas da anotacado do genoma de E. granulosus s.s. disponivel no GeneDB

(ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Echinococcus/granulosus/genome/) e no

Chinese National Human Genome Center at Shanghai (CHGCS)(Zheng et al.,
2013). Os parametros de busca incluiram uma tolerancia de massa de 10 ppm
para o ion precursor e de 1 Da para ions fragmento. Como modificagao fixa foi
especificada a carbamidometilacdo das cisteinas, e oxidacdo da metionina como
modificacdo varidvel especifica.

Para a validacdo de peptideos e proteinas identificadas foi utilizado o
programa Scaffold (Proteome Software Inc., versdao 4.4.1). Foram aceitos os
peptideos com mais de 95% de probabilidade atribuida pelo algoritmo de analise
e proteinas com mais de 99% de probabilidade, contendo pelo menos 2 peptideos
identificados.

O repertério proteico selecionado foi submetido a andlise, quanto a sua
expressdao em protoescoélices, de acordo com a anadlise transcricional de E.
granulosus s.s. realizada por RNA-seq (Tsai etfal., 2013). Apés, foi feita a
anotacao funcional, através do programa Blast2GO 3.0 (Conesa et al., 2005), de
acordo com seu sistema de ontologias, Gene Ontology (GO), e verificou-se
funcdes moleculares e processos biol6gicos envolvidos, gerando graficos com
nivel 3 de ontologia.
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4. RESULTADOS

4.1. Predicao in silico de proteinas de superficie de E. granulosus s.s.

Foram analisadas in silico 10.145 sequéncias de aminoacidos deduzidas
do genoma de E. granulosus s.s. para identificacdo de proteinas de superficie
(transmembranares e/ou ancoradas por GPI), conforme o esquema na Figura 6.
No total, 2.132 proteinas foram preditas como transmembranares, nimero que
representa ~20% do total de proteinas codificadas pelo genoma de E. granulosus
s.s. Foram preditas também 930 proteinas (~9% do proteoma de E. granulosus
s.s) como secretadas pela via de secrecao classica (com peptideo-sinal) e 99
proteinas (~1% do proteoma de E. granulosus s.s.) como ancoradas por GPI.
Proteinas com presenga de dominios transmembranares e proteinas ancoradas
por GPl foram agrupadas, totalizando 2.182 proteinas diferentes (~21% do
proteoma de E. granulosus s.s.), correspondendo ao que foi definido como o
proteoma de superficie de E. granulosus s.s..

| Proteoma de E. granulosus s.s. |

l 10.445 proteinas

Presenga de dominios | Presenca do peptideo-sinal |
transmembrana

[ sgrap || Predgsi || Phobivs |

TMHMM I |

l v
‘ Preditas com peptideo-sinal |
Preditas como proteinas 930 proteinas

transmembranares l ;

| PredGPI | | FragAnchor | | GPI-SOM |

¥

| Preditas como proteinas ancoradas por GPI |

/

Figura 6: Representacao esquematica da analise in silico do proteoma de E. granulosus s.s.
para identificacdo das proteinas de superficie (transmembranares e/ou ancoradas a
membrana através de uma ancora de GPI) do parasito. Foram utilizadas buscas de proteinas
intermembranares e proteinas ancoradas por GPI, os resultados foram agrupados, restando entao
2.182 diferentes proteinas de superficie.
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4.1.1. Analise das proteinas preditas in silico como de superficie em E.
granulosus s.s. quanto a sua expressao em protoescolices.

De acordo com a analise transcricional de E. granulosus s.s. realizada por
RNA-seq (Tsai etal., 2013), 1.844 dos 2.182 genes (84%) que codificam as
proteinas preditas in silico como de superficie (Secao 4.1) sdo expressas em
protoescolices. Os 20 genes com maiores valores de FPKM (que € um parametro
de abundancia relativa do transcrito) em amostras de protoescélices estao
listadas na Tabela 1. Este conjunto de genes que codificam as proteinas de
superficie mais expressas em protoescélices € composto majoritariamente (16/20)
por genes de funcdo ainda desconhecida (anotadas como expressas, expressas
conservadas ou hipotéticas). Os outros 4 genes deste conjunto codificam
essencialmente proteinas transportadoras de membrana. Sdo elas a
sinaptobrevina (synaptobrevin), o transportador de aminoacido catiénico (cationic
amino acid transporter), a proteina de extrusdo a toxinas e mdltiplas drogas 2
(multidrug and toxin extrusion protein 2) e ATPase transportadora de fosfolipideos
VA (phospholipid transporting ATPase VA).

Tabela 1. Ranking dos 20 genes mais expressos dentre aqueles que codificam
proteinas preditas como de superficie no genoma de E. granulosus s.s.

Numero de acesso® FPKM° Anotacao®
EgrG_000647100 1068080 expressed protein
EgrG_000891500 138133 hypothetical protein
EgrG_000264400 51313 expressed conserved protein
EgrG_000264600 46710 expressed conserved protein
EgrG_000784950 42116 hypothetical protein
EgrG_000201000 32287 synaptobrevin
EgrG_000891200 23192 hypothetical protein
EgrG_000415200 22292 expressed protein
EgrG_001194700 15782 hypothetical protein
EgrG_001175800 14476 hypothetical protein
EgrG_000914000 14036 cationic amino acid transporter
EgrG_000695000 13672 expressed protein
EgrG_000497300 12716 expressed conserved protein
EgrG_001092300 12069 expressed protein
EgrG_000394400 11452 expressed protein
EgrG_000919200 10676 multidrug and toxin extrusion protein 2
EgrG_000783500 10320 expressed protein
EgrG_000911850 9492 phospholipid transporting ATPase VA
EgrG_000217200 9357 expressed conserved protein
EgrG_000469300 9226 expressed protein

2NUmero de acesso no GeneDB; ° Valor de FPKM (representa a medida de abundancia relativa do
transcrito). © Anotagéo do gene conforme o GeneDB.
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4.1.2. Classificacao funcional das proteinas de superficie de E. granulosus
s.s. preditas in silico

A classificacao funcional das 2.182 proteinas de E. granulosus s.s. preditas
in silico como de superficie foi realizada através da anotag&o de termos do GO.
Anotacbes de sequéncias associadas a 1.574 proteinas (72%) foram
categorizadas nas trés principais ontologias do GO, processos bioldgicos, funcdes
moleculares e componentes celulares, com classificacao de nivel 3. As demais
608 proteinas (38%) nao puderam ser associadas a quaisquer termos de GO.

As principais subcategorias das trés ontologias categorizadas estao
representadas na Figura 7. Em relacao a fungdes moleculares, as proteinas de E.
granulosus s.s. preditas de superficie foram destacadas em 14 categorias mais
representativas, entre um intervalo de 293 a 4 proteinas (considerando o numero
maior € o menor de proteinas em todas as categorias mais representativas), e
classificadas principalmente em atividades de ligagdo (a ions, composto organico
ciclico, a composto heterociclico, a pequenas moléculas, derivados de
carboidratos e a proteinas), de transportadores (transmembrana, substrato-
especifico) (Figura 7 A). Vale destacar também a categoria atividade de receptor
e oxidorredutase. Na classificagdo quanto a componentes celulares, foram
destacadas as 11 principais categorias, na faixa de 819 a 15 proteinas, com
destaque para as categorias de membrana, parte celular, organela delimitada por
membrana, organela e complexos protéicos. Além dessas foram encontradas
categorias como de periferia celular e de sistema endomembranoso (Figura 7 B).
Na analise quanto aos processos bioldégicos foram destacadas as 20 principais
categorias mais representativas, em um intervalo de 671 a 5 proteinas, e
classificadas principalmente relacionadas a processos celulares, metabdlicos e
localizagdo. Dentre as outras categorias encontradas vale destacar a presenca de
resposta celular a estimulos, que contém a proteina somatostatina. (Figura 7 C).
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Figura 7: Classificacdo funcional do GO das proteinas de superficie de E. granulosus s.s. preditas in silico. Os graficos de barras mostram a distribuigcao
das principais subcategorias nas trés ontologias avaliadas no nivel 3 de GO: fungdes moleculares (A); componentes celulares (B); e processos bioldgicos (C).



4.2. Enriquecimento de amostras de protoescélices de E. granulosus s.s. e
E. ortleppi com proteinas de superficie

Protoescélices de E. granulosus s.s. e de E. ortleppi foram submetidos a
um tratamento com Triton X-114, para obtencdo de fracbes enriquecidas com
proteinas de superficie. Apds a lise celular na primeira etapa do tratamento, os
extratos protéicos obtidos foram analisados por SDS-PAGE (Figura 8). Diferentes
perfis eletroforéticos foram observados para E. granulosus s.s. e E. ortleppi, nos
quais ha um grande numero de proteinas resolvidas predominantemente numa
faixa de massa molecular que vai de 25 kDa a 100 kDa, sem aparente dominancia
de qualquer proteina. As amostras processadas foram pools de amostras de
protoescolices provenientes de 3 cistos diferentes e, por isso, sdo consideradas

representativas para cada espécie.

E. granulosus s.s. E. ortleppi
kDa kDa _
225 r 1
150 225 = [ '
100 150 = B
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35
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Figura 8: SDS-PAGE dos extratos celulares de E. granulosus s.s. e E. ortleppi apos lise
celular com Triton X-114.

Ao final do processo de sucessivas extracbées com Triton-X-114, foram
obtidas fracoes enriquecidas com proteinas de superficie para E. granulosus s.s.
e E. ortleppi, as quais foram também analisadas por SDS-PAGE (Figura 9),
juntamente com as amostras das fracoes de sobrenadantes removidas durante o
processamento (Figura 10).

Diferentes perfis eletroforéticos foram observados entre as fragdes
enriguecidas com proteinas de superficie de E. granulosus s.s. e E. ortleppi
(Figura 9), além de um numero de proteinas resolvidas bem menor, em relagao
aos encontrados nos respectivos extratos totais (Figura 8). A faixa de massa
molecular das proteinas superficie de E. granulosus s.s. vai de 60 kDa a 150 kDa
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e em E. ortleppi de 75 kDa a 150 kDa. A baixa resolugdo do SDS-PAGE é devida,
provavelmente, a alta concentracdo de detergente ainda presente nas amostras
nesse momento.

Os perfis eletroforéticos das fragdes de sobrenadantes removidas durante
0 enriguecimento das amostras de E. granulosus s.s. e E. ortleppi com proteinas
de superficie (Figura 10) mostram uma grande quantidade de proteinas sollveis
removidas, principalmente na fracado de sobrenadante S2, presentes em maior
quantidade nos extratos celulares provenientes de protoescélices de E.
granulosus s.s. e E. ortleppi.

E. granulosus s.s. E. ortleppi

kDa
225 ——
150 | 1 t
19?, —_— .
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35 — ]'
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—

Figura 9: SDS-PAGE das fracGes enriquecidas com proteinas de superficie de E. granulosus
s.s. e E. ortleppi obtidas a partir do fracionamento com Triton X-114.

E. granulosus s.s. E. ortleppi
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Figura 10: SDS-PAGE das frac6es obtidas ao longo do processo de obtencdo das fracoes
enriquecidas com proteinas de superficie de E. granulosus s.s. e E. ortleppi. As fracdes
representadas sdo: sobrenadante (SBA), precipitado 1 (P1), sobrenadante 2 (S2), sobrenadante 3
(S3), precipitado 2 (P2) e sobrenadante 5 (S5). O processo para obtencdo das fragbes esta
descrito na sesséo 3.3.
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4.3. Proteinas identificadas por LC-ESI-MS/MS em fracoes de protoescolices
de E. granulosus s.s. e E. ortleppi enriquecidas com proteinas de superficie
A andlise por LC-ESI-MS/MS das amostras de protoescélices de E.
granulosus s.s. € E. ortleppi enriquecidas com proteinas de superficie permitiu a
identificagdo de 50 proteinas diferentes, com 43 proteinas identificadas em
E.granulosus s.s. e 20 em E. ortleppi. Do total de 50, 13 foram identificadas em
ambas as espécies (Figura 11, Tabela 2). Estas proteinas sao representativas ao
complexo E. granulosus s.l., no qual E. granulosus s.s. e E. ortleppi fazem parte.
Foram representados na Tabela 2 a contagem dos espectros correspondentes as
proteinas encontradas, indicando como mais abundantes as proteinas endofilina,

mioferlina e calnexina.

Total: 50 diferentes proteinas

I Exclusivas de E. granulosus s.s.
[ Exclusivas de E. ortleppi
| Compartilhadas entre E. granulosus s.s. e E. ortleppi

Figura 11: Diagrama de Venn representando as diferentes proteinas identificadas nas
fracoes enriquecidas com proteinas de superficie em E. granulosus s.s. e E. ortleppi.

Tabela 2. Proteinas identificadas por espectrometria de massas em amostras de E. granulosus s.s.
e E. ortleppi enriquecidas com proteinas de superficie
< Contagemdos espectrosd

. a = b
Numero de acesso Anotacao FPKM E. granulosus s.s. E. ortleppi
0i|576690822 heat shock protein HSP 90-alpha 8122 2
EgrG_000791700 thioredoxin peroxidase 2936 2
EgrG_000190400 actin cytoplasmic type 5 2826 5
EgrG_000447500 calcium binding protein p22 1361 2
EgrG_000193700 annexin 894 5 3
EgrG_001028500 citrate synthase 818 7 4
EgrG_000060900 endophilin B2 785 2
EgrG_000416100  succinate dehydrogenase (ubiquinone) iron sulfur 744 3
EgrG_000061200 actin 622 3
EgrG_000393000 ts4 protein 607 4
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EgrG_000413200 tubulin alpha 1C chain 540 3 2
EgrG_000992500 retinal dehydrogenase 2 536 2

0i|576700249 tetraspanin-33 513 2

0i[576696915 reticulon-4 501 2
EgrG_000142500 major vault protein 472 3
EgrG_001004250 ras protein RABF2b 416 2
EgrG_000550800 endophilin B1 409 30 16
EgrG_000459050 prostaglandin H2 D isomerase 407 2
EgrG_000114000 adenylate kinase 356 4 3

0i|j576700590 calcium-binding protein SPEC 2C 315 2
EgrG_000807900 ral protein 292 2 3
EgrG_000752000 ATP synthase subunit beta mitochondrial 273 5 3

gil576701204 annexin A13 273 2
EgrG_000342600 ATPase alpha subunit 261 4 7
EgrG_000911200 calpain A 252 2 3
EgrG_000347300 ras protein Rab 27A 248 2
EgrG_000775600 CAMP dependent protein kinase regulatory 230 2

0i|576698578 plasma membrane calcium-transporting ATPase 3 229 2
EgrG_000422600 succinate dehydrogenase ubiquinone 219 10 2
EgrG_000175600 DUF590 200 6
EgrG_000875100 calnexin 192 10 15
EgrG_000733100 prosaposin 147 2
EgrG_000487700 ferric chelate reductase 128 2
EgrG_000494800 glucosidase 126 2
EgrG_000151600 spectrin alpha actinin 124 4
EgrG_000935200 synaptic vesicle membrane protein VAT 1 112 2
EgrG_000318750 immunoglobulin domain containing protein 101 2
EgrG_000591000 nadp transhydrogenase 9% 3
EgrG_000825200 myoferlin 86 22 14
EgrG_000410100 dehydrogenase:reductase SDR family 74 7

gi|576700905 dnad subfamily C member protein 55 2
EgrG_000616300 Afg3 protein 2 47 3
EgrG_000200300 guanine nucleotide binding protein subunit 44 3
EgrG_000059500 glycoside 43 3
EgrG_000303000 expressed protein 42 5
EgrG_000944700 ras gipase 41 3
EgrG_000637200 CD36 class B scavenger receptor 38 2 4
EgrG_000010300 reticulum metallopeptidase 1 30 2
EgrG_000297500 voltage dependent anion channel protein 2 29 2
EgrG_001096600 expressed protein 12 3

Proteinas identificadas em cada espécie s&o indicadas por *; ® Nimero de acesso no GeneDB ou
no CHGCS; b Anotacdo do gene conforme o GeneDB ou 0 CHGC; ° Valor de FPKM (representa a
medida de abundancia relativa do transcrito correspondente); ® Valor de FPKM para cada
proteinas identificada em E. granulosus s.s. e/ou E. ortleppi. As proteinas destacadas sdo as
confirmadas como de superficie segundo a analise in silico.
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As 50 diferentes proteinas identificadas por LC-ESI-MS/MS nas fragdes
enriguecidas com proteinas de superficie em protoescoélices de E. granulosus s.l.
foram comparadas com as proteinas preditas in silico como de superficie,
resultando em 18 (36%) proteinas identificadas em ambas as analises
(destacadas em cinza na Tabela 2). Nao foram encontradas proteinas ancoradas
por GPI dentre as 18 identificadas como de superficie e compartilhadas nessas
duas abordagens, sendo todas elas preditas como contendo dominios
transmembranares.

Com o intuito de verificar se as proteinas identificadas em protoescélices
de E. granulosus s.I. na nossa abordagem protebmica possuiam dados de
expressao, foram analisados dados prévios de RNA-seq de E. granulosus s.s.
(Tabela 2). Todas as 50 diferentes proteinas encontradas em protescélices de E.
granulosus s.l. possuem dados de expressao e estao listadas na Tabela 2 em
ordem decrescente, conforme os valores de FPKM para cada transcrito
correspondente. Os genes com maiores valores de FPKM foram aqueles que
codificam para a proteina de choque térmico HSP 90-alfa (heat shock protein HSP
90-alpha), a tiorredoxina peroxidase (thioredoxin peroxidase) e a actina
citoplasmatica tipo 5 (actin cytoplasmatic type 5). De todas as proteinas identificas
por LC-ESI-MS/MS em protoescélices de E. granulosus e E. ortleppi, apenas 2
possuem funcdo desconhecida.

4.3.1. Classificacao funcional do total de proteinas de superficie
identificadas por LC-ESI-MS/MS em E. granulosus s.l.

Foi realizada a classificagdo funcional das 50 diferentes proteinas de
superficie identificadas por LC-ESI-MS/MS em E. granulosus s.l. através da
anotacdo de termos de GO. Foram categorizadas sequéncias aminoacidicas
associadas a 47 proteinas (97%) nas trés principais ontologias do GO, com
classificacao de nivel 3 (Figura 12).

Os resultados das analises para as trés principais ontologias do GO das
proteinas de superficie identificadas por LC-ESI-MS/MS em E. granulosus s.s. e
E. ortleppi apresenta um resultado geral similar ao encontrado para as proteinas
de superficie preditas in silico a partir do genoma de E. granulosus s.s.,
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compartilhando muitas categorias. Em relagdo a fungdes moleculares, foram
encontradas 12 categorias, entre um intervalo de 24 a 3 proteinas, dentre as
principais estdo as de ligacao (a ion, a componente heterociclico, a composto
organico ciclico, a pequenas moléculas) e atividade de hidrolase. Cabe ressaltar
que as categorias de atividade de receptor e transdutor de sinal foram bem
representativas na analise in silico e ndo encontradas nas analises das proteinas
encontradas por LC-ESI-MS/MS, em contrapartida a categoria constituinte
estrutural do citoesqueleto foi apenas encontrada por LC-ESI-MS/MS. (Figura 12
A). Em relacdo a classificacdo de componentes celulares foram encontradas 19
categorias, entre o intervalo de 26 a 3 proteinas. Estes apresentaram um numero
maior de categorias, quando comparados com a analise in silico, representando
uma maior diversidade de proteinas. A maioria das categorias esta relacionada
proteinas intracelulares e organela delimitada por membrana (Figura 12 B).
Categorias como vesicula, envelope e bainha de mielina foram encontradas
somente nas identificagdes por LC-ESI-MS/MS e compreendem proteinas como
actina, tubulina, ATP sintase e HSP 90. Quando as proteinas de superficie foram
analisadas quanto a processos biolégicos, dos quais participam, foram
destacadas as 20 categorias mais representativas. Entre um intervalo de 20 a 5
proteinas, apresentou como principais as categorias relacionadas a processos
celulares, metabdlicos e estabelecimento de localizacao (Figura 12 C). Categorias
de resposta ao estresse e biogénese de componentes celulares foram
encontradas somente em proteinas identificadas por LC-ESI-MS/MS. A proteina

anexina encontra-se dentre as proteinas da categoria de resposta ao estresse.
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Figura 12: Classificacao funcional do GO das proteinas de superficie identificadas por LC-ESI-MS/MS em E. granulosus s.l. Os gréaficos de barras mostram
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4.3.2. Classificacao funcional das proteinas de superficie preditas in silico
como de superficie em E. granulosus s.s. compartilhadas e nao
compartilhadas com as proteinas identificadas por LC-ESI-MS/MS em E.
granulosus s.l.

Para avaliar diferencas entre as proteinas identificadas por LC-ESI-MS/MS
de E. granulosus s.l. compartilhadas e ndo compartiihadas como de superficie,
quando comparadas com o total de proteinas preditas in silico como de superficie
em E. granulosus s.s. Foi realizada a classificacdo funcional das 18 proteinas
confirmadas e das 32 nao confirmadas, através da anotacdo de termos de GO.
Sequéncias associadas a 15 proteinas (83%) para as compartilhadas e 32 (100%)
para as nao compartilhadas, foram categorizadas nas trés principais ontologias do
GO, com classificagao de nivel 3.

As principais subcategorias das trés ontologias categorizadas, nas
proteinas confirmadas entre as identificadas in silico e as identificadas por LC-
ESI-MS/MS estdo representadas na Figura 13. Em relacdo a funcbes
moleculares, as proteinas compartilhadas em E. granulosus s.| apresentaram 11
categorias, entre um intervalo de 7 a 1 proteinas, e classificadas principalmente
em categorias de hidrolase e de ligagcdo (a ions, a pequenas moléculas, a
composto organico ciclico, a composto heterociclico e derivados de carboidratos),
representados na Figura 13 A. Cabe ressaltar também outra categoria
encontrada, a oxidorredutase, e que contém a proteina ferro quelato-redutase.
Quanto a componentes celulares, foram identificadas 11 categorias, em um
intervalo de 9 a 1 proteinas, classificadas como componente de membrana e
intracelular (Figura 13 B). A categoria componente intrinseco de membrana foi
uma das encontradas apenas em proteinas preditas como de superficie in silico e
identificadas por LC-ESI-MS/MS. Uma importante proteina nessa categoria € a
tetrasparina 33. A andlise quanto a processos biolégicos apresentou 16
categorias, entre um intervalo de 4 a 1 proteinas, classificadas principalmente em
processos metabdlicos, celular e de localizagdo (Figura 13 C). Algumas
categorias relacionadas a reproducao foram encontradas apenas em proteinas
compartilhadas, com destaque para a proteina mioferlina.
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Em proteinas ndo compartilhadas entre as preditas in silico e identificadas
por LC-ESI-MS/MS, foram encontradas mais categorias quando analisados os
termos de GO e comparadas com as compartilhadas. Sobre funcbées moleculares,
as categorias apenas encontradas em proteinas ndo compartilhadas entre essas
duas analises, em um intervalo de 18 a 2 proteinas, vale destacar atividade de
transferase e enzimdtica regulatéria, com destaque para a proteina
prostaglandina H2 D isomerase (Figura 14 A). Em relacdo a componentes
celulares, as principais categorias identificadas e diferentes de proteinas
compartilhadas foram vesicula, em um intervalo de 22 a 4 proteinas, envelope e
bainha de mielina. (Figura 14 B). Para processos biolégicos as principais
categorias de proteinas identificadas e diferentes de proteinas compartilhadas,
em um intervalo de 17 a 4 proteinas, foram relacionadas principalmente a
processos metabdlicos, celulares e resposta ao estresse. Destaque para a
proteina CD36. (Figura 14 C).
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Figura 13: Classificacao funcional do GO das proteinas de E granulosus s.l. identificadas por LC-ESI-MS/MS e preditas in silico como de superficie.
Distribuicao das principais subcategorias nas trés ontologias avaliadas no nivel 3 de GO: fungdes moleculares (A); componentes celulares (B); e processos
biol6gicos (C)
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Figura 14: Classificacao funcional do GO das proteinas de E granulosus s.l. identificadas por LC-ESI-MS/MS, mas nao confirmadas como de superficie,
quando comparadas com a analise in silico. Distribuicdo das principais subcategorias nas trés ontologias avaliadas no nivel 3 de GO: fungdes moleculares (A);
componentes celulares (B) e processos biolégicos (C).
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5. DISCUSSAO

Durante a infeccdo do hospedeiro intermediario, os protoescoélices de
espécies do género Echinococcus permanecem, pelo menos até certo ponto,
isolados da resposta imune do hospedeiro, no interior dos cistos ou vesiculas que
constituem o metacestédeo (Rigano et al., 2001). Caso ocorra a ruptura acidental
do metacestddeo, os protoescélices ficam diretamente expostos ao ambiente do
hospedeiro e sua sobrevivéncia e desenvolvimento, para a formagdo de cistos
secundarios (rediferenciacao), dependem de diferentes processos de interacédo
com o hospedeiro (Virginio et al., 2007; Debarba et al, 2015). Estratégias
moleculares distintas de sobrevivéncia e desenvolvimento sdo necessarias para
que protoescélices ingeridos por um hospedeiro definitivo possam dar origem a
vermes adultos (Ranasinghe, 2015; Zhang et al., 2003). Nesses contextos, as
proteinas de superficie de protoescélices desempenham importantes papeis em
processos como nutricdo, excrecdo, transducdo de sinais, osmoregulacao,
evasdao e modulacdo da resposta imune. As proteinas de superficie também
podem desempenhar papeis na determinacao de preferéncia ou especificidade do
parasito em relacao a suas espécies hospedeiras (Sotillo et al., 2015).

Com o objetivo de identificar proteinas de superficie em protoescélices de
E. granulosus s.s. e E ortleppi, foram utilizadas duas abordagens experimentais
distintas. Primeiramente, foram realizadas analises in silico utilizando sequéncias
de aminoacidos deduzidas dogenoma de E. granulosus s.s., com o intuito de
identificar proteinas transmembranares e ancoradas por GPI (caracteristicas de
proteinas de superficie) codificadas pelo genoma do parasito. Em seguida foi
realizada uma analise protebmica comparativa para a identificacdo de proteinas
presentes em fracdes de protoescélices de E. granulosus s.s. e E. ortleppi
enriguecidas com proteinas de superficie.

Afim de identificar proteinas de superficie codificadas pelo genoma de E.
granulosus s.s., foi utilizado o programa TMHMM, para predicdo de proteinas
transmembranares, resultando em um numero de proteinas que corresponde a
~21% do total de proteinas preditas. Essa propor¢cdo de proteinas de superficie

estda de acordo com os resultados encontrados por Wallin & von Heijne (1998),
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que apontam de 20-30% do total de genes, na maioria dos genomas eucarioticos,
codificam para proteinas de membrana.

Para a predicdo de proteinas ancoradas por GPI, foi utilizada uma
estratégia baseada na utilizagdo sequencial de programas computacionais para,
inicialmente, prever as proteinas com peptideo-sinal. Para isso, trés programas
foram utilizados e apenas as proteinas preditas por pelo menos dois deles foram
consideradas para as analises posteriores. Ao total de proteinas preditas com
peptideo-sinal foram aplicados trés outros programas para a predicdo de
proteinas ancoradas por GPIl, sendo também consideradas como validas as
predicoes feitas por pelo menos dois dos programas utilizados. Dentre os
programas utilizados para predicdo de proteinas ancoradas por GPI, o PredGPI e
o FragAnchor sao capazes de identificar corretamente 90% das proteinas
ancoradas por GPI. Esse valor de cobertura é maior do que obtido com o terceiro
programa utilizado, o GPI-SOM, que é de 82%. As taxas de proteinas ancoradas
por GPI falso-positivas identificadas sao de 1,7% para GPI-SOM e inferior a 0,4%
para PredGPI e FragAnchor (Poisson et al., 2007; Pirleoni et al., 2008). Este tipo
de estratégia foi necesséario para se chegar a um resultado mais confiavel e
proéximo ao total esperado de proteinas ancoradas por GPI, considerando que
esses programas possuem diferentes algoritmos para anélise das sequéncias de
aminoacidos. Este total é relativamente pequeno, pois segundo Orlean & Menon
(2007) somente 1% do total de proteinas codificadas pelos genomas eucariéticos
sao ancoradas por GPIl. A estratégia in silico utilizada permitiu prever que,
também no genoma de E. granulosus s.s. apenas ~1% do total de proteinas
codificadas seriam ancoradas por GPI.

O total predito de 2.182 genes que codificam proteinas de superficie no
genoma de E. granulosus s.s. foi analisado quanto a sua expressao em
protoescolices, comparando-se com dados prévios de RNA-seq (Tsai et al.,
2013). Foi verificado que 84% (1.844) do total de genes preditos que codificam
proteinas de superficie &€ expresso em protoescolices, resultado que indica uma
alta complexidade da superficie celular ou tegumentar deste estagio de
desenvolvimento do parasito. Esta alta complexidade do repertério de proteinas

de superficie esta possivelmente relacionada a capacidade dos protoescoélices em

48



se adaptar a diferentes ambientes, apods ser liberado do metacestédeo,
necessitando de mecanismos distintos para cada um deles.

As proteinas preditas in silico como de superficie em E. granulosus s.s.
foram submetidas a analise de categorizacao funcional pelo GO. Os resultados
indicaram a grande maioria das proteinas de superficie na categoria de
componente intrinseco de membrana, resultado que confirma estas proteinas
como de superficie.

Dentre as proteinas preditas in silico como proteinas de superficie
destacam-se antigenos conhecidos em cestédeos, como o antigeno B, descrito
com valor diagnéstico para a hidatidose cistica (Virginio et al., 2003; Monteiro et
al., 2012), e ts8b1, descrito como antigeno diagnéstico em Taenia solium (Ferrer
et al., 2007). Proteinas envolvidas na evasdo da resposta imune como, por
exemplo, EG95 (descrita como ancorada por GPI e possui um elevado potencial
vacinal contra a hidatidose cistica) também foram encontradas (Haag et al.,
2009). Estes resultados eram esperados, considerando a relevancia destas
proteinas na sobrevivéncia do parasito, no contexto de proteinas de superficie.
Segundo a andlise por GO, receptores e transportadores de membrana
potencialmente envolvidos em processos de sinalizagdo/comunicacao parasito-
hospedeiro, formaram categorias com grande representatividade. Vale destacar a
categoria relacionada a resposta celular a estimulos, onde encontra-se a proteina
somatostatina. Esta proteina ja foi descrita desempenhando um papel
imunomodulador, responsavel pela resolucdo da inflamacédo granulomatosa em
cisticercose (doenga causada pela larva de Taenia solium nos tecidos)
(Khumbatta et al., 2014).

Dos 20 genes que codificam proteinas de superficie preditas com os mais
altos niveis de transcricdo, conforme os dados de RNA-seq, apenas 4 tém
anotacao funcional. Dentre eles, estdo os genes que codificam a sinaptobrevina e
um transportador de aminoacidos catibnicos. Tais proteinas sdo moléculas de
superficie celular, corroborando com as predi¢des in silico como tal, sendo a
sinaptobrevina uma proteina vesicular envolvida em processos como fusdo de
vesiculas e exocitose neuronal (Han et al., 2016). O transportador de aminoacidos

catibnicos foi descrito em Schistossoma mansoni como capaz de regular a

49



imunidade do hospedeiro, modulando a atividade da arginase (Thompson et al.,
2008). Os demais 16 genes mais expressos que codificam proteinas de superficie
preditas nao tém anotacdo funcional, codificando proteinas anotadas como
hipotéticas conservadas ou proteinas expressas conservadas, e nao foram
encontrados ortélogos com anotacéo funcional em outras espécies.

Um fator importante que deve ser levado em consideracéo é a disparidade
que pode ocorrer entre a quantidade de transcritos e a quantidade das proteinas
correspondentes em uma mesma amostra biolégica. Isso ocorre devido a
possiveis mecanismos adicionais de regulacdo da expressdo génica, que atuam
em nivel poés-transcricional ou a processamentos e/ou modificagcbes péds-
traducionais (Harrison et al, 2002). Por isso, andlises protebmicas
complementares a estudos gendmicos e transcritdbmicos sao importantes para
melhor caracterizar qualitativa e quantitativamente o repertério de proteinas em
uma dada amostra. No caso de protoescélices de Echinococcus spp., analises
protebmicas complementares sao essenciais para melhor descrever qualitativa e
quantitativamente o repertério de proteinas de superficie expostas pelo parasito
ao hospedeiro e para a compreensdao dos processos de interacao parasito-
hospedeiro por elas mediados.

Para a identificacao de proteinas de superficie em protoescolices foram
escolhidas duas espécies: E. granulosus s.s. e E. ortleppi, por serem estas
espécies endémicas no Rio Grande do Sul (local de realizacao do trabalho) e
seus resultados serem complementares, quando considerado o complexo E.
granulosus s.l., do qual fazem parte. A estratégia experimental escolhida para o
enriguecimento das amostras com proteinas de superficie foi baseada em um
tratamento com o detergente nao i6nico Triton X-114. Nesse processo, o Triton X-
114 forma micelas a 23°C, que possibilitam a solubilizagdo de proteinas
hidrofébicas ou anfifilicas nestas condi¢des (Bordier, 1980).

A fracdo enriquecida com proteinas de superficie de E. granulosus s.s.
apresentou rendimento maior (quatro vezes mais proteinas) em comparagéo com
aquele obtido para E. ortleppi, a partir do mesmo volume inicial de protoescélices
para ambas as espécies. Esta diferenca de rendimento da fracdo enriquecida com
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proteinas de superficie pode ter sido decorrente de uma baixa viabilidade (com
azul de Tripan) das amostras de protoescélices coletadas para E. ortleppi.

Na analise por LC-ESI-MS/MS, o numero maior de proteinas identificadas
para E. granulosus s.s. (42 versus 20 para E. ortleppi) foi um reflexo do
rendimento maior em termos de quantidade de proteina obtido para esta espécie.
As identificacbes de proteinas foram baseadas em buscas em uma base de
dados contendo as sequencias de aminoacidos deduzidas da anotacdo do
genoma de E. granulosus s.s. (GeneDB e CHGCS - genomas de E. granulosus
s.s. anotados por dois centros diferentes), afim de garantir 0 maior numero
possivel de identificacées, resguardados todos os critérios exigidos de
confiabilidade, de acordo com as diretrizes internacionais estabelecidas para a
publicacao de dados
protebmicos(http://www.mcponline.org/site/misc/Required Manuscript Guidelines.
pdf).

As proteinas identificadas por LC-ESI-MS/MS nas fragdes enriquecidas

deE. granulosus s.s. € E. ortleppi foram agrupadas num total de 50 diferentes
proteinas. Estes resultados foram analisados funcionalmente em conjunto, pois
sao representativos da superficie de protoescoélices do complexo E. granulosus
s.l.Foi possivel identificar proteinas ja descritas como de superficie, como CD36
(Zhanget al., 2013) e tetrasparina (Hu et al.,, 2015), proteinas de resposta a
estresse, como HSP90 (Yang et al, 2014), proteinas de ligacdo (a ion, a
componente heterociclico, a composto organico ciclico, a pequenas moléculas),
proteinas componentes de vesiculas extracelulares e proteinas estruturais, como
actina e tubulina.

Foi analisada a abundancia relativa das proteinas identificadas por
espectrometria de massas em E. granulosus s.s. e E. ortleppi, a partir
dascontagens espectrais, indicando as proteinas endofilina, mioferlina e calnexina
com os maiores valores. Todas as proteinas identificadas por espectrometria de
massas também tiveram seus niveis de transcritos analisados, a partir de seus
genes codificadores, conformes dados de RNA-seq (Tsai et al., 2013). Todas as
proteinas identificadas por espectrometria de massas em E. granulosus s.s. e E.
ortleppi apresentaram niveis de expressdo em protoescélices, mas a abundéancia
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relativa dessas proteinas nao é proporcional aos niveis de expressao encontrados
nos respectivos transcritos.Isso acontece, porque em quase todos 0s organismos
a abundancia de transcricdo prevé apenas parcialmente a abundancia de
proteina, sugerindo que fatores de regulacao devem estar envolvidos para definir
0s niveis de proteinas dentro das células, influenciando o Turnover proteico, além
disso, a localizacdo das proteinas pode mostrar correlacoes diferentes, quando
comparados a correlacao global (Vogel & Marcotte, 2013).

As proteinas preditas in silico como de superficie em E. granulosus s.s. e
as proteinas identificadas por espectrometria de massas em E. granulosus s.l.
foram comparadas, sendo 36% encontradas em ambas as analises. Quando as
proteinas identificadas por espectrometria de massas foram comparadas,
somente com as preditas como ancoradas por GPIl, nenhuma foi encontrada.
Proteinas ancoradas por GPI representam uma fracdo muito pequena do total de
proteinas expressas pelo genoma, conforme ja foi mencionado anteriormente, e
extracoes utilizando este mesmo protocolo geraram um pequeno numero de
identificacbes em outros parasitos (Maunsell, 2008; Wagner et al., 2013). Uma
melhor padronizacdo da técnica poderia refletir na identificacdo de proteinas
ancoradas por GPl nas amostras analisadas. Outra possibilidade seria utilizar
técnicas especificas para obter proteinas ancoradas por GPI como, por exemplo,
enzimatic shaving com a enzima fosfolipase C (que cliva especificamente as
ancoras de GPI) (Castro-Borges et al., 2011).

As proteinas preditas in silico como de superficie em E. granulosus s.s. e
as proteinas identificadas por espectrometria de massas em E. granulosus s.l.
foram comparadas quanto a sua classificacao funcional, apresentando categorias
(e proporcdes de proteinas) semelhantes entre os dois resultados. As principais
categorias de GO foram encontradas nas duas analises, indicando que a técnica
para enriqguecimento com proteinas de superficie apresentou um resultado
satisfatério.

Sobre as categorias de GO que apresentaram diferencas entre os
resultados para proteinas de superficie encontrados na andlise in silico em E.
granulosus s.s. e identificadas por espectrometria de massas E. granulosus s.l.,

as relacionadas a funcbées de transducdo de sinais foram muito bem
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representadas na analise in silico, enquanto no grupo de proteinas identificadas
por espectrometria de massas foram encontradas mais categorias relacionadas a
proteinas estruturais. As categorias de resposta ao estresse e biogénese de
componentes celulares foram encontradas somente nas proteinas identificadas
por espectrometria de massas, e foi identificada uma anexina. As anexinas
desempenham fungdes em atividades bioldgicas fundamentais, como adeséo
celular, crescimento e diferenciacao e transporte subcelular, bem como reparo de
membrana, desempenhando um papel critico para a sobrevivéncia de parasitos
(incluindo a manutencdo da integridade da estrutura celular e modulacdo da
resposta imune em hospedeiros vertebrados) (Cantacessi et al., 2013).

Foi realizada uma analise funcional entre o grupo de proteinas identificadas
por espectrometria de massas em E. granulosus s.s., € também preditas como de
superficie em E. granulosus s.l., e o grupo de proteinas que foram apenas
identificadas por espectrometria de massas em E. granulosus s.s., mas nao
preditas como de superficie em E. granulosus s.s. Sobre estes resultados, cabe
discutir a categoria de GO componente intrinseco de membrana, encontrada,
somente nas confirmadas. Nela esta incluida a proteina tetrasparina 33,
associada com o desenvolvimento, maturacdo e estabilidade do tegumento em
trematédeos e envolvida com a evasdao imune em espécies do género
Schistosoma (McWilliam et al., 2014; Tran etal., 2010). Em E. granulosus s.s. ela
€ descrita como envolvida na manutengao da integridade estrutural do tegumento,
além de ser um potencial alvo para terapia, prevengao e controle da hidatidose
(Hu et al, 2015). Sobre o grupo de proteinas apenas identificadas por
espectrometria de massas em E. granulosus s.l.,e ndo preditas como de
superficie em E. granulosus s.s., foram encontradas proteinas descritas em outros
parasitas como de superficie, confirmando assim sua localizagdo no parasito.
Dentre estas proteinas, destacam-se as inseridas na categoria de resposta ao
estresse, sendo a proteina CD36 descrita em Schistosoma japonicum como uma
proteina de superficie responsavel pela absorcdo de lipideos do hospedeiro
definitivo, de grande importancia para a sobrevivéncia do parasito (Zhang et al.,
2013).
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Proteinas que foram somente identificadas por espectrometria de massas
em fracdes enriquecidas com proteinas de superficie, mas que nao foram preditas
como de superficie na andlise in silico, podem ainda estar evidenciando possiveis
limitacoes dos algoritmos de predicao. Outras possibilidades podem ser erros na
montagem do genoma (onde ndo foram incluidas partes que indicariam estas
caracteristicas para as predicoes como de superficie) ou até mesmo direcionadas
para superficie por mecanismos ainda ndo conhecidos. Muitas proteinas
tipicamente intracelulares ja foram encontradas na superficie, onde
desempenham funcdes diferentes daquelas inicialmente descritas para elas, as
chamadas funcées moonlighting (Amblee & Jeffery, 2015). A proteina tioredoxina,
encontrada dentre o repertério de proteinas aqui descritas a partir da identificacéo
por LC-ESI-MS/MS, ja foi descrita como desempenhando tais fungcbes em outros
organismos (Huberts et al., 2010).

Foram encontradas algumas proteinas, identificadas por LC-ESI-MS/MS,
nas fracoées enriquecidas com proteinas de superficie, como actina citoplasmatica
tipo 5 e ATP-sintase subunidade beta mitocondrial, que provavelmente sao
contaminantes intracelulares. Tais proteinas podem ser carreadas para as fracoes
analisadas devido a sua abundéancia e/ou propriedades fisico-quimicas.

A identificacdo e caracterizacdo das proteinas de superficie de E.
granulosus s.l., podem contribuir para estudos futuros sobre a biologia desses
parasitos. Tais estudos podem ser na forma de caracterizagdo imunoldgica das
proteinas encontradas nesta dissertacdo, como potenciais antigenos para
vacinacgao, ou desenvolvimento de testes diagndstico. Também € possivel utilizar
essas proteinas em futuros estudos funcionais, para o desenvolvimento de drogas

anti-helminticas.
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