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RESUMO

Roldan Gonzéles WH. Caracterizacdo do excretoma/secretoma de Strongyloides
venezuelensis e sua aplicacdo no imunodiagnostico da estrongiloidiase humana

[tese]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

O presente estudo caracterizou, mediante analise imunoproteémica, os produtos de
excrecdo/secrecdo (E/S) de larvas infectantes (iL3) de S. venezuelensis que foram
mantidas a 37°C por 24 horas em meio RPMI 1640 (E/S-RPMI) ou em tampéo
fosfato salino, pH 7,2 (E/S-PBS) e avaliar sua aplicacdo no imunodiagnéstico da
estrongiloidiase humana. Os resultados mostraram que os produtos E/S-RPMI e E/S-
PBS possuem 20 e 21 bandas proteicas, com pesos moleculares entre 10 a 348 kDa, e
presenca de serinoproteases e metaloproteases. O Western-blotting demonstrou que
ambos os tipos de produtos de E/S possuem ao menos 16 bandas antigénicas que
foram reconhecidas pelo soro de pacientes com estrongiloidiase, das quais apenas
uma banda de 36 kDa possui 93% de sensibilidade, 100% de especificidade e sem
ocorréncia de reatividade cruzada. A espectrometria de massas identificou um total
de 71 e 62 proteinas nos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS, respectivamente, das quais
apenas 14 proteinas antigénicas foram compartilhadas entre ambos os tipos de
produtos de E/S. A andlise bioinformatica sugere que mais de 50% das proteinas
identificadas nos produtos de E/S sdo secretadas ao meio extracelular dentro de
vesiculas extracelulares ou exossomos e menos de 20% sdo realmente secretadas pela
via classica. Entre as diferentes proteinas identificadas no presente estudo, pode se
ressaltar a presenca de uma arginina quinase nao glicosilada de 37 kDa, presente em
ambos os tipos de produtos de E/S, que coincide com a banda de 36 kDa
anteriormente mencionada. Existe uma proteina de dominio CAP que possui 50% de
identidade com a proteina recombinante NIE de S. stercoralis, tem o potencial para
capturar acidos graxos e leucotrienos, e possui a sequéncia “KGD” com capacidade
para se unir especificamente a integrina das plaquetas, inibindo assim a agregacéo
plaquetaria. Por outro lado, existe uma enolase de 47 kDa identificada em ambos os
produtos de E/S que coincide com uma banda antigénica de 47 kDa reconhecida por
mais do 96% dos pacientes com estrongiloidiase. Esta enolase possui o potencial

para se unir ao plasminogénio, podendo ser utilizada ativamente pela iL3 de S.



venezuelensis durante sua migracdo pelos tecidos do hospedeiro. Destaca-se a
também a presenca de duas proteinas 14-3-3 identificadas em ambos os tipos de
produtos de E/S e com um alto grau de similaridade com seus homologos presentes
no ser humano e no camundongo. A analise bioinforméatica mostrou que as duas
proteinas 14-3-3 sdo potencialmente antigénicas e sdo secretadas dentro de vesiculas
extracelulares. A analise estrutural mostrou que as duas proteinas 14-3-3 possuem a
capacidade de unido a diferentes proteinas fosforiladas, relacionadas com a ativacéo
de linfécitos T e B, sugerindo um possivel papel fundamental na modulacdo da
inflamacédo e da resposta imune do hospedeiro. Todos estes resultados mostram que
S. venezuelensis possui um interessante conjunto de proteinas com potencial
antigénico que podem ser explorados como possiveis novos marcadores para o

sorodiagnostico da estrongiloidiase humana.

Descritores: Estrongiloidiase; Proteémica; Espectrometria de massas; Antigenos;

Anticorpos; Testes sorologicos.



ABSTRACT

Roldan Gonzales WH. Characterization of Strongyloides venezuelensis
excretome/secretome and its application in the immunodiagnosis of human
strongyloidiasis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2022.

The present study characterized, through immunoproteomic analysis, the
excretory/secretory (E/S) products of infective larvae (iL3) of S. venezuelensis
obtained by incubating at 37°C for 24 hours in RPMI 1640 medium (E/S-RPMI) or
in saline phosphate, pH 7.2 (E/S-PBS) and to evaluate its application in the
immunodiagnosis of human strongyloidiasis. The results showed that the E/S-RPMI
and E/S-PBS products have 20 and 21 protein bands, respectively, with molecular
weights between 10 and 348 kDa, with presence of serine proteases and
metalloproteases. Western-blotting demonstrated that both types of E/S products
have at least 16 antigenic bands that were recognized by the sera of patients with
strongyloidiasis, of which only a 36 kDa band has 93% sensitivity, 100% specificity,
and no cross-reactivity. Mass spectrometry identified a total of 71 and 62 proteins in
the E/S-RPMI and E/S-PBS products, respectively, of which only 14 antigenic
proteins were shared between both types of E-S products. Bioinformatic analysis
suggests that more than 50% of the proteins identified in the E/S products are
secreted to the extracellular medium within extracellular vesicles or exosomes and
less than 20% are actually secreted by the classical pathway. Among the different
proteins identified in the present study, the presence of a non-glycosylated arginine
kinase of 37 kDa, present in both types of E/S products, which coincides with the
previously mentioned 36 kDa band, can be highlighted. There is a CAP domain
protein that has 50% identity with the recombinant protein NIE of S. stercoralis, has
the potential to capture fatty acids and leukotrienes, and has the sequence “KGD”
with the ability to bind to platelet integrin, inhibiting platelet aggregation. On the
other hand, a 47 kDa enolase was identified in both E-S products and coincides with
a 47 kDa antigenic band recognized by more than 96% of patients with
strongyloidiasis. This enolase has the potential to bind to plasminogen and can be

actively used by S. venezuelensis iL3 during its migration through host tissues. It was
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also identified the presence of two 14-3-3 proteins identified in both types of E/S
products and with a high degree of similarity with their homologs present in humans
and mice. Bioinformatic analysis showed that these two 14-3-3 proteins are
potentially antigenic and are secreted into extracellular vesicles. Furthermore, these
two 14-3-3 proteins have the ability to bind phosphorylated proteins related to the
activation of T and B lymphocytes, suggesting a possible fundamental role in
modulating the host inflammation and immune response. All these results show that
S. venezuelensis has an interesting set of proteins with antigenic potential that can be

explored as possible new markers for the seroodiagnosis of human strongyloidiasis.

Descriptors:  Strongyloidiasis; Proteomics; Mass spectrometry, Antigens;

Antibodies; Serologic tests.
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Prevaléncia mundial estimada da estrongiloidiase no ano 2017, descrito por Buonfrate et
al. (2020).

Representacdo esquematica do ciclo biolégico de S. stercoralis.

Eletroforese em gel poliacrilamida 12% e coloragcdo com nitrato de prata dos produtos de
E/S de larvas infectantes de S. venezuelensis (10 pg) obtidos apds manutengdo in vitro a
37°C por 48 horas, em meio de cultura RPMI 1640 (2) ou em tampéo fosfato salino (3).
Como controle, observa-se o padrdo de PM a esquerda (1).

Atividade protease dos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis obtidos apds
manutencdo in vitro a 37°C por 48 horas em tampéo fosfato salino (PBS, pH 7,2)(C) e em
presenga de inibidor de cisteinoproteases (IAA), serinoproteases (PMSF), e
metaloproteases (EDTA) a concentracéo final de 0.01M. Adicionalmente, os produtos de
E/S também foram incubados com uma mistura dos inibidores mencionados (MIX),
mostrando ainda a presenca de uma banda com atividade protease.

Reatividade dos soros de pacientes com estrongiloidiase, com outras helmintiases e
individuos saudaveis contra os produtos E/S-RPMI (esquerda) e E/S-PBS (direita) testados
pelo teste de ELISA para anticorpos 1gG. Ambos graficos mostram o valor cut-off para os
produtos E/S-RPMI (0,35) e para os produtos E/S-PBS (0,30).

Bandas antigénicas dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS detectadas por anticorpos 1gG do
soro controle positivo (esquerda) e soro controle negativo (direita) mediante a técnica de
Western-blotting.

Reatividade dos anticorpos 1gG contra os produtos E/S-RPMI mediante o teste de Western-
blotting num painel representativo de soros de pacientes com estrongiloidiase (+),
individuos saudaveis (-) e pacientes com outras helmintiases: ascaridiase (A), trichuriase
(B), enterobiase (C); ancilostomiase (D), himenolepiase (E), neurocisticercose (F),
difilobotriase (G), esquistossomose (H) e fasciolose (1).

Eletroforese bidimensional dos produtos de E/S de larvas de S. venezuelensis mantidas em
meio RPMI-1640 (A) e em tampéo fosfato salino (B) corados com nitrato de prata. Como
controle, o marcador de PM é mostrado a esquerda de cada gel.

Reatividade de anticorpos 1gG do soro controle positivo (pool de soros de pacientes com
estrongiloidiase) contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio
RPMI-1640 (E/S-RPMI), separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de
pH 3 a 10 e testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual
identificou um total de 41 spots antigénicos, marcados em cor vermelha (imagem inferior).
Reatividade de anticorpos 1gG do soro controle positivo (pool de soros de pacientes com
estrongiloidiase) contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em tampéo
fosfato salino (E/S-PBS), separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de
pH 3 a 10 e testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual
identificou um total de 31 spots antigénicos (imagem inferior). Os spots descritos em cor
verde correspondem a novos spots.

Reatividade de anticorpos 1gG do soro controle negativo (pool de soros de individuos

saudaveis) contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-
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Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

1640 (E/S-RPMI) que foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente
de pH 3 a 10 e logo testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o
qual identificou um total de 13 spots antigénicos (imagem inferior). Os spots descritos em
cor verde correspondem a novos spots.

Reatividade de anticorpos IgG do pool de soros de individuos infectados com nemat6deos
contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-
RPMI) que foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a
10 e logo testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual
identificou um total de 9 spots antigénicos (imagem inferior).

Reatividade de anticorpos 1gG do pool de soros de individuos infectados com cestoides
contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-
RPMI) que foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a
10 e logo testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual
identificou um total de 6 spots antigénicos (imagem inferior).

Reatividade de anticorpos 1gG do pool de soros de individuos infectados com trematodeos
contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-
RPMI) que foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a
10 e logo testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual
identificou um total de 9 spots antigénicos (imagem inferior).

Grafico de dispersdo (ponto isoelétrico = x; peso molecular em kDa = y) das proteinas
identificadas nas trés fraccOes antigénicas dos produtos E/S-RPMI (direita) e sua
similaridade com os resultados obtidos no WB bidimensional para avaliar a reatividade dos
anticorpos 1gG do soro controle positivo (esquerda).

Gréfico de dispersdo (ponto isoelétrico = x e peso molecular em kDa = y) das proteinas
identificadas nas trés fraccOes antigénicas dos produtos E/S-RPMI (direita) e sua
similaridade com os resultados obtidos no WB bidimensional para avaliar a reatividade dos
anticorpos 1gG do soro controle positivo (esquerda).

Alinhamento maltiplo das trés sequéncias de arginina quinase identificadas em ambos 0s
tipos de produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis. Os aminodacidos altamente
conservados sdo mostrados em azul escuro e 0s medianamente conservados, em azul claro.
Os dominios N-terminal e C-terminal fosfagénio quinase foram sublinhados em verde e
vermelho, respectivamente.

Reconstrugdo filogenética das argininas quinase identificadas nos produtos de E/S de iL3
de S. venezuelensis (ressaltadas em vermelho e azul), e a sua similaridade com seus
homologos presentes nas outras espécies do género Strongyloides. O fenograma também
inclui os valores resultantes do algoritmo de distancias médias (Método UPGMA).
Reconstrugdo filogenética das argininas quinase de 37 kDa (letras vermelhas), 40,5 kDa e
45,3 kDa identificadas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis e a sua similaridade
com seus homdlogos presentes em outros nematodeos parasitos. O fenograma também
inclui os valores resultantes do algoritmo de distancias médias (Método UPGMA).
Localizacédo das regides potencialmente antigénicas especificas (cor vermelha) da arginina
quinase de 37 kDa identificada nos produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis, e sua
comparagdo com seus homaélogos presentes em S. stercoralis e em outras espécies de

nematddeos parasitos mediante um alinhamento multiplo, mostrando também as regides
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Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

altamente conservadas (azul escuro) e medianamente conservadas (azul claro). O cédigo

Uniprot de cada proteina é descrita na Figura 17.

Estrutura secundaria da arginina quinase de 37 kDa identificada nos produtos E/S de iL3
de S. venezuelensis, composta por cadeias a-hélices (verde), folha-p pregueada (celeste) e
alcas livres (cinza).

Figura 20. Trés vistas diferentes do modelo tridimensional da arginina quinase de 37 kDa
(Uniprot ID: AOAOKOEZR7) em representacdo tipo ribbons mostrando as diferentes
estruturas secundarias (esquerda) e em representagdo tipo molecular surface (direita). O
modelo mostra o inicio (MET 1) e o fim (ALA 331) da cadeia polipeptidica e a localizacdo
dos nove epitopos antigénicos lineares identificados pela ferramenta Bepipred 1.0
(vermelho) que se detalham na Figura 18.

Reconstrugdo filogenética da enolase de 47 kDa de S. venezuelensis (vermelho) e sua
relagdo com outros homologos presentes em outros nematddeos, cestdédeos, trematddeos,
mamiferos e fungos. Uma sequencia de enolase da bactéria Escherichia coli foi incluida
como referencia. O fenograma inclui os valores resultantes do algoritmo de distancias
médias (Método UPGMA).

Alinhamento multiplo de sequencias similares ao sitio de unido do plasminogénio presente
em S. pneumoneae (*), identificada tanto na enolase de 47 kDa de iL3 de S. venezuelensis
(vermelho), quanto em homologos de outras espécies de helmintos, protozoérios, bactérias,
fungos e mamiferos. Os aminodacidos altamente conservados s&o mostrados em azul escuro
e 0s medianamente conservados, em azul claro. O codigo Uniprot de cada proteina esta
descrita a esquerda do nome cientifico de cada espécie.

Estrutura secundaria da enolase de 47 kDa, identificada nos produtos E/S de iL3 de S.
venezuelensis, composta por cadeias a-hélices (verde), folha-f3 pregueada (celeste) e algas
(cinza). O quadro vermelho indica a sitio de unido ao plasminogénio, similar a sequéncias
encontradas em enolases de outros organismos patogénicos.

Trés vistas diferentes do modelo tridimensional da enolase de 47 kDa de iL3 de S.
venezuelensis (Uniprot ID: AOAOKOFKU3) em representagdo tipo ribbons (esquerda)
mostrando as diferentes estruturas secundarias e em representagdo tipo molecular surface
(direita). O modelo mostra o inicio (MET 1) e o fim (LEU 434) da cadeia polipeptidica e a
localizagdo do sitio de unido ao plasminogénio (lilas).

Alinhamento maltiplo das seis proteinas de dominio CAP identificadas nos produtos de
E/S de iL3 de S. venezuelensis, indicando o peptideo sinal (quadro vermelho), o dominio
transmembrana (quadro amarelo) e o dominio CAP (sublinhado em verde). Cada sequencia
de proteina possui o0 cddigo Uniprot, o peso molecular e o numero total de aminoacidos.
Reconstrugéo filogenética das seis proteinas de dominio CAP identificadas nos produtos
E/S de iL3 de S. venezuelensis e sua similaridade com o antigeno recombinante NIE e com
a proteina GAPR-1 presente no ser humano (Q9H4G4) e no camundongo (Q9CYL5). As
trés proteinas CAP potencialmente antigénicas (AAR < 50) foram enquadradas em
vermelho. O fenograma inclui os valores resultantes do algoritmo de distancias médias
(Método UPGMA).

Alinhamento multiplo do dominio CAP das proteinas AOAOKOFXAS8, AO0AOKOFJAl

identificadas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis e sua relagdo de similaridade
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Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.
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com o antigeno recombinante NIE. O gréafico superior mostra as regides conservadas de
aminodacidos entre as trés proteinas e os quatro subdominios ou sitios conservados do
dominio CAP (CAP1, CAP2, CAP3 e CAP4), bem como a estrutura secundaria tipica do
dominio CAP (cadeias a-B-a). O gréfico inferior mostra a reconstrucéo filogenética entre
os dominios CAP das proteinas AOAOKOFXA8 e AOAOKOFJA1, baseado no grau de
identidade com respeito ao antigeno recombinante NIE (expressado em porcentagem). A
proteina CAP AOAOKOGLTO foi incluida como referencia da distancia filogenética.
Alinhamento maltiplo dos dominios CAP das proteinas PRY (PRY1_YEAST) e Tablysin-
15(F8BQQG5_TABYA) e as cinco proteinas com dominio CAP e com peptideo sinal,
identificadas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis. No grafico pode observar a
distribuicdo de aminoéacidos preferencialmente hidrofobicos (asterisco vermelho) que
interveem na unido e captura de acidos graxos e leucotrienos (Xu et al. 2012). O sitio de
unido a esterois (caveolin-binding motif, CBM) se encontra ressaltado com um quadro
lilas.

Modelo tridimensional da forma madura da proteina CAP AOAOKOFXAS8, identificada nos
produtos E/S-RPMI de iL3 de S. venezuelensis, em representacdo tipo molecular surface
(A) e em representacdo tipo ribbons (B) mostrando as diferentes estruturas secundérias e as
porcdes N-terminal e C-terminal da proteina, a regido central de unido ou captura de acidos
graxos e leucotrienos (vermelho), uma regido de unido a esterdis (azul) e a sequencia de
unido a integrina allbf3 “KGD” (verde).

Detalhe da cavidade dentro do dominio CAP da proteina AOAOKOFXAS8 (estrutura tipo
ribbons), formada pelas cadeias a-hélice 1, 3 e 4, onde pode se observar a presenca de
aminodcidos apolares hidrofobicos (vermelho) involucrados na captura e unido de &cidos
graxos e leucotrienos. A direita, estio detalhados quais aminoacidos participam no
reconhecimento e unido de &cidos graxos e leucotrienos.

Sobreposicdo das estruturas tridimensionais dos dominios CAP da proteina tablysin-15
(PDB: 3U3U; celeste) e a proteina AOAOKOFXAS8 (cinza) mostrando os aminoacidos
hidrofdbicos involucrados no reconhecimento e captura do leucotrieno B4 (LTB4)(lilas).
Na imagem superior (A), pode se observar distribuicdo dos aminoacidos involucrados, em
trés vistas diferentes (frente, esquerda e direita). Na imagem inferior, se mostra ao detalhe
0s nomes de todos os aminoacidos involucrados no reconhecimento e captura do
leucotrieno.

Detalhe da regido de unido a esterdis presente na proteina CAP AOAOKOFXAS8, localizada
entre as cadeias o-hélice 3 e 4, na parte inferior e posterior a cavidade de reconhecimento
de &cidos graxos e captura de leucotrienos (A), donde pode se observar a presenga de
aminoécidos hidrofobicos (azul) que formam parte do sitio de unido a esterois (B). Além
disso, é possivel que os aminoacidos TYR251 e VAL255, presentes no final da porgdo C-
terminal da proteina, estejam também involucrados na unido a esterois (C).

Detalhe da parte superior da estrutura tridimensional (tipo ribbons) da proteina CAP
AOAOKOFXAS, onde se mostra a localizag@o ad sequencia “KGD” (A), entre as cadeias
folha-B pregueada 3 e 4. A sequéncia “KGD” se encontra situado numa regido exposta e
livre (C) para reconhecer e se ligar a integrina allbB3, presente nas plaquetas e inibir
agregacdo plaquetdria. A figura também mostra uma representacdo tridimensional da

sequencia “KGD” em estilo molecular surface (B).
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Figura 44.

estrutural tipo ribbons (C e D). Os aminodcidos envolvidos na ligagéo do peptideo foram
ressaltados em vermelho.
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estrutural tipo ribbons (C e D). Os aminodcidos envolvidos na ligagéo do peptideo foram

ressaltados em vermelho.
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1. INTRODUCAO



1.1. Definicdo e epidemiologia da estrongiloidiase

A estrongiloidiase humana € uma infecgdo parasitaria causada principalmente
pelo nematédeo Strongyloides stercoralis que possui distribuicdo mundial, sendo
mais prevalente em regides tropicais e subtropicais (Bisoffi et al. 2013;
Puthiyakunnon et al. 2014). A prevaléncia global da estrongiloidiase em 2017 foi de
aproximadamente 8,1%, correspondendo a mais de 600 milhdes de pessoas

infectadas no mundo (Figura 1). No Brasil, a prevaléncia estimada de infec¢do por
Strongyloides seria de 11,2% (Buonfrate et al. 2020).

Prevalence (%)
B0 @>0-5 [0>5-10 [I>10-15 @>15

Figura 1. Prevaléncia mundial estimada da estrongiloidiase no ano 2017, descrito por Buonfrate et al.
(2020).

A estrongiloidiase é uma parasitose cronica, frequentemente assintomatica,
que se inicia uma vez que a larva infectante filarioide (iL3) penetra ativamente a pele
humana e migra pelo tecido subcutaneo até alcancgar algum vaso sanguineo para logo
entrar na circulacdo e chegar até os alvéolos pulmonares; as larvas sobem pelo trato
respiratdrio até e a faringe onde séo deglutidas para continuar sua migracéo pelo trato
digestorio até chegar ao duodeno.

Nesse processo migratdrio, a iL3 cresce e evolui para fémea adulta e inicia a
postura de ovos mediante partenogénese, na mucosa do duodeno. Os ovos do
parasito sdo albergados na mucosa intestinal onde evoluem para larvas rabditoides
ndo infectantes (L1 e L2) que logo serdo eliminadas junto com as fezes para 0 meio

externo. As larvas rabditoides evoluem para iL3, podendo assim infectar um novo



hospedeiro (ciclo direto). No entanto, larvas rabditoides podem evoluir para formas
adultas de vida livre (macho e fémea), que logo se acasalardo para se reproduzir
mediante ovipostura que, por sua vez, evoluirdo em larvas rabditoides e
posteriormente em iL3 (ciclo indireto)(Figura 2). Em alguns casos, as larvas
rabditoides que eclodiram no intestino do hospedeiro podem ficar retidas no célon,
podendo evoluir rapidamente para iL3, originando casos de autoinfecgéo.

Strongyloides stercoralis
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Larvas filarioides
infectantes (L3) penetram

@ a pele intacta do
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Larvas filarioides migram pelos vasos
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Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo biolégico de S. stercoralis. Adaptado de:

https://www.cdc.gov/parasites/strongyloides/biology.html

A infeccdo por Strongyloides geralmente é crbnica e as vezes assintomatica
em individuos imunocompetentes, mas casos fatais podem ocorrer em pacientes
infectados com o virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) ou o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes recebendo corticosteroides ou outros
drogas imunossupressoras, bem como em individuos alcodlatras, onde o0s

mecanismos regulares de imunidade séo prejudicados ou alterados, permitindo que o


https://www.cdc.gov/parasites/strongyloides/biology.html

parasito se reproduza massivamente com episddios de autoinfeccdo. Essa condicéo
critica conhecida como sindrome de hiperinfeccdo é caracterizada principalmente
pela disseminacgdo do parasito para outros 6rgéos, atingindo uma taxa de mortalidade
de 60% a 87% (Vasquez-Rios et al. 2019).

1.2. Resposta imune contra o Strongyloides

A resposta imune do hospedeiro desempenha um papel critico no controle da
estrongiloidiase e na prevencdo da sindrome de hiperinfeccdo e disseminacéo.
Semelhante a outras infec¢es por helmintos, a estrongiloidiase induz uma resposta
imune com predominéncia de linfocitos tipo Th2 (T helper 2), com producdo de
citocinas, anticorpos 1gG e IgE, eosindfilos e mastocitos que participam na expulsao
e morte dos parasitos (Weatherhead e Mejia 2014).

No inicio da infeccdo, os eosintfilos sdo ativados e atuam como células
apresentadoras de antigeno para estimular a producéo de citocinas Th2, tais como IL-
4 e IL-5. A IL-4 induz a mudanca de classe de imunoglobulina nos linfécitos B
ativados para a producdo de anticorpos 1gG4 e IgE, que permite a degranulacdo de
mastdcitos e aumenta a migracdao de eosinofilos; a IL-5 estimula o crescimento e
ativacdo de eosindfilos e a IL-8 atrai neutrdfilos para ajudar na morte das larvas
(Iriemenam et al. 2010). Aproximadamente 75% dos pacientes com estrongiloidiase
crénica tém eosinofilia periférica ou niveis elevados de IgE total (Ramanathan e
Nutman 2008).

A imunidade protetora contra Strongyloides envolve a producdo de anticorpos
especificos, ativacdo do complemento, neutrofilos e citotoxicidade mediada por
células dependentes de anticorpos. Pacientes com doenca grave demonstraram ter
uma diminuicdo significativa nos niveis de anticorpos e eosinofilos em comparacgéo
com individuos infectados assintomaticos, sugerindo que tanto o0s anticorpos quanto
os granuldcitos desempenham um papel significativo na protecdo contra a infeccéo
(Weatherhead e Mejia 2014).

No entanto, a manipulacdo do sistema imune do hospedeiro pelo parasito
permite a sobrevivéncia do patdgeno no trato gastrointestinal do hospedeiro por
longos periodos. Por tanto, a interrupcdo dos mecanismos de resposta imune, tais
como a perda da funcdo dos granuldcitos, diminuicdo na producdo de anticorpos,

diminuicdo de citocinas chave da resposta tipo Th2, pode provocar uma redugao no



controle da densidade de vermes adultos no intestino e predispde os pacientes a
sindrome de hiperinfeccdo (Ramanathan e Nutman 2008; Weatherhead e Mejia
2014).

Vérios estudos tém mostrado que a resposta imune humoral contra
Strongyloides é caracterizada por elevados niveis de anticorpos IgG, IgE e IgA
(Genta e Lillibridge 1989; Rodrigues et al. 2007; Norsyahida et al. 2013; Bosqui et
al. 2015). Altos niveis de IgE especifica foram encontrados em pacientes
imunocompetentes com estrongiloidiase, enquanto niveis mais baixos foram
encontrados em pacientes com doenca disseminada ou condi¢cbes de
imunossupressdo (Rodrigues et al. 2004). Por outro lado, varios autores tém indicado
que os anticorpos IgG4 podem desempenhar um papel proeminente em pacientes
infectados cronicamente (Genta e Lillibridge 1989; Satoh et al. 1999).

1.3. Diagnéstico parasitologico da estrongiloidiase

O diagndstico definitivo da estrongiloidiase é usualmente baseado no
resultado do exame parasitoldgico, que compreende a visualizacdo microscépica de
larvas do parasito nas fezes do paciente, o qual possui uma baixa sensibilidade. Com
o intuito de melhorar essa sensibilidade, vérias técnicas de concentracdo larvaria
foram desenvolvidas e aplicadas, tais como as técnicas de Moraes, Rugai e a cultura
em placa de agar (Moraes 1948; Rugai et al. 1954; Arakaki et al, 1990; Sato et al.
1995; Bisoffi et al. 2013).

No entanto, um dos principais problemas no diagnéstico parasitoldgico é a
dificuldade para detectar larvas nas fezes de pacientes com infecgdo crénica e com
liberacdo larval intermitente, sendo necessarias varias amostras para aumentar a
sensibilidade do diagnostico (Uparanukraw et al. 1999). Embora a cultura em placa
de agar possa ser mais sensivel do que os outros métodos parasitologicos tradicionais
anteriormente mencionados, € mais demorado (Hirata et al. 2007). Ademais, a
obtencdo de amostras fecais de boa qualidade tem sido um problema para o
diagndstico parasitologico, em funcdo de uma quantidade insuficiente ou de mas
condicdes de preservacdo para sua posterior analise laboratorial, podendo
comprometer assim o0s resultados. Por outro lado, a grande possibilidade de

hiperinfeccdo e disseminacdo pos-transplante em aqueles pacientes infectados com S.



stercoralis, justificam a procura de uma alternativa diagndstica que seja rapida para

poder administrar tratamentos mais eficazes e precoces contra a estrongiloidiase.

1.4. Diagndstico molecular da estrongiloidiase

Os métodos moleculares baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
sdo ferramentas de prioridade no campo do diagndstico moderno e também foram
aplicados para o diagnostico da estrongiloidiase com o intuito de atingir uma maior
sensibilidade e especificidade. No entanto, diferentes estudos tém mostrado uma
maior ou menor precisdo em comparacdo com 0s métodos tradicionais
parasitoldgicos baseados na microscopia. Num estudo de meta-anélise publicado por
Buonfrate et al. (2018), demonstrou-se que a PCR possui uma alta especificidade (93
- 95%) quando comparado com o teste de referéncia parasitoldgico. No entanto, uma
sobrestimacgé@o desta especificidade pode acontecer em casos de resultados falsos
positivos (uma amostra fecal PCR positiva sendo negativa para os testes tradicionais
parasitologicos). Por outro lado, a sensibilidade dos testes moleculares pode ser
insatisfatdria: 56% de sensibilidade quando o Real-Time PCR (gPCR) foi comparado
a qualquer outro método tradicional, incluindo a sorologia, e 71% de sensibilidade
quando os resultados de qualquer técnica de PCR foram comparados apenas com 0s
métodos parasitologicos baseados na microscopia. Possiveis explicagdes para essa
baixa sensibilidade seriam a eliminacdo irregular de larvas observada na
estrongiloidiase cronica e ou certa incapacidade das técnicas de extracdo e obtencédo
de DNA do parasito. Portanto, as técnicas de PCR podem enfrentar o mesmo
problema que as técnicas parasitolégicas convencionais. Na verdade, a PCR ndo se
mostrou superior a0 método de Baermann ou a cultura em placa de agar,
particularmente em infeccdes de baixa densidade, onde a excrecdo larval é baixa e
irregular (Requena-Méndez et al. 2013). Além disso, uma das causas da baixa
sensibilidade da PCR pode ser a pequena quantidade de amostra fecal analisada,
particularmente relevante quando as larvas raramente s@o eliminadas nas fezes
(Requena-Méndezet al. 2014; Buonfrate et al. 2018).

1.5. Diagnéstico sorologico da estrongiloidiase
As técnicas imunologicas mediante a deteccdo de anticorpos contra 0s

antigenos do parasito apresentam-se como uma importante alternativa ao diagnostico



parasitolégico jA que conseguem superar a baixa sensibilidade dos exames
parasitoldgicos (Olsen et al. 2009). Assim, os testes imunosoroldgicos para deteccao
de anticorpos IgG especificos pelo teste de ELISA apresentam alta sensibilidade,
porém com ocorréncia de reatividade cruzada em individuos com outras infeccdes
helminticas devido provavelmente ao uso de extratos sométicos do parasito (Lindo et
al. 1994; Machado et al. 2003). Por outro lado, a dificuldade na obtencdo de larvas
iL3 de S. stercoralis como fonte de antigeno tem sido uma das principais limitacdes
no imunodiagnostico da estrongiloidiase.

Vérios autores tém sugerido a utilizacdo de antigenos heterdlogos
provenientes de outras espécies, tais como o Strongyloides venezuelensis ou S. ratti
que podem ser facilmente mantidas no laboratério e possuem uma composicao
antigénica similar aos antigenos de S. stercoralis, permitindo assim a sua utilizacao
no imunodiagnostico da estrongiloidiase humana (Grove e Blair 1981; Machado et
al. 2003; Rodrigues et al. 2004). Assim, a identificacdo e caracterizacdo de antigenos
homologos ou heterdlogos das diferentes formas evolutivas de espécies de
Strongyloides representam uma boa alternativa para o desenvolvimento de testes

imunolégicos.

1.6. Andlise protedmica: uma interessante ferramenta para caracterizar as
proteinas de Strongyloides

Uma interessante estratégia para a identificacdo e caracterizacdo de proteinas
de espécies de Strongyloides é através da analise protedbmica, que estuda em forma
sistematica o conjunto de proteinas e suas isoformas (chamado de protedma) de um
organismo e gque foram expressas em um momento determinado.

A analise protebmica utiliza conjunto de técnicas de separacéo e identificacdo
de proteinas, tais como a eletroforese, cromatografia, espectrometria de massas e
bioinformética. Este tipo de analise, conhecida como ‘“bottom-up proteomics”, se
inicia com uma extracdo adequada de proteinas da amostra de interesse e uma
subsequente separacdo ou fraccionamento mediante eletroforese (unidimensional ou
bidimensional) ou cromatografia liquida. As proteinas separadas ou fraccionadas sdo
logo digeridas por peptidases conhecidas (tripsina ou quimotripsina) para gerar um

conjunto definido de peptideos; estes peptideos sdo posteriormente separados e



analisados mediante cromatografia liquida acoplada a um espectrdmetro de massas
(LC-MS) (Schmidt et al. 2014).

Por outro lado, também existe a analise “Shotgun” onde 0 extrato de
proteinas da amostra é diretamente digerido sem prévia separacdo e o conjunto de
peptideos resultantes sdo diretamente analisados através da LC-MS (Zhang et al.
2013). Os resultados gerados pela espectrometria de massas fornecem informagoes
sobre a sequéncia do peptideo e a qual proteina ele pertence. Assim, os dados de
sequéncias de peptideos sdo confrontados contra um banco de dados predefinido de
proteinas traduzidas a partir de dados genémicos.

A andlise protedmica é uma estratégia para estudar os padrfes de expressdo
proteica de organismos utilizando bancos de dados da mesma espécie ou de espécies
relacionadas (Chambers et al. 2000). Os avancos na protedbmica tornaram possivel a
caracterizacdo rapida do contetdo proteico de diferentes espécies de parasitos,
incluindo seus produtos de excrecdo/secrecdo (E/S) e moléculas de superficie
(Barrett et al. 2000).

Os resultados da analise protebmica podem acrescentar 0 nosso conhecimento
sobre a biologia e a resposta imune contra o parasito, 0 que pode levar a descoberta
de marcadores diagndsticos ou candidatos a vacinas contra a infeccdo por parasitos
helmintos (Robinson et al. 2009; Sotillo et al. 2015; Sotillo et al. 2016; Vendelova et
al. 2016).

Alguns autores utilizaram a analise prote6bmica para caracterizar as proteinas
de S. stercoralis (Marcilla et al. 2010; Rodpai et al. 2016; Rodpai et al. 2017), S. ratti
(Soblik et al. 2011) e S. venezuelensis (Tsuji et al. 1993; Corral et al. 2017; Maeda et
al. 2019; Fonseca et al. 2020), encontrando uma série de proteinas que podem ter
relacdo com a regulacdo da resposta imune do hospedeiro e aplicacdo no

imunodiagndstico.

1.7. Justificativa do presente estudo

Os produtos de E/S liberados pelos parasitos constituem proteinas
importantes que desempenham fungdes bioldgicas e de imunomodulagdo dentro do
hospedeiro, podendo representar até 20% do proteoma do organismo (Nagaraj et al.
2008). Ao entrar em contato com o sistema imune do hospedeiro, os produtos de E/S

também constituem uma valiosa fonte de antigenos para o imunodiagndstico. Nesse



sentido, Cunha et al. (2017) verificaram que os produtos de E/S de iL3 de S.
venezuelensis, quando utilizados na técnica de ELISA, resultaram ser mais sensiveis
e especificos que os extratos totais do parasito na deteccdo de anticorpos em
pacientes com estrongiloidiase, o0 que pode ter uma boa aplicacio no
imunodiagndstico da estrongiloidiase humana.

Embora existam informacdes relevantes sobre a caracterizacdo dos produtos
de E/S de S. stercoralis (Brindley et al. 1988; Brindley et al. 1995; Varatharajalu et
al. 2011), S. ratti (Mimori et al. 1987; Northern e Grove 1987; Soblik et al. 2011) e
S. venezuelensis (Maeda et al. 2019), até agora ndo existe informacdo sobre a
caracterizacdo imunoprotedmica dos produtos de E/S de S. venezuelensis. Por tanto,
0 objetivo principal do presente estudo foi caracterizar os produtos de E/S de iL3 de
S. venezuelensis através da analise imunoproteémica e avaliar a sua aplicacdo no

imunodiagndstico da estrongiloidiase humana.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo principal

Caracterizar o excretoma/secretoma de iL3 de S. venezuelensis através da

analise imunoprotedmica e sua aplicagdo no imunodiagndstico da estrongiloidiase

humana.

2.2. Objetivos secundarios

1.
2.

Obter in vitro os produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis.

Analisar os produtos de E/S de iL3 de Strongyloides venezuelensis mediante
eletroforese unidimensional e bidimensional.

Avaliar a capacidade dos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis para
detectar anticorpos 1gG em amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase,
pacientes com outras parasitoses e individuos saudaveis, atraves das técnicas de
ELISA e Western blotting.

Identificar quais componentes dos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis
poderiam ter importancia imunodiagndstica na técnica de Western blotting.
Analisar os produtos de E/S de iL3 de Strongyloides venezuelensis atraves da
espectrometria de massas, fazendo énfase naquelas fragbes proteicas que
reagiram com os anticorpos IgG humanos.

Aplicar ferramentas de bioinformética nas sequéncias de proteinas contidas nos
produtos de E/S de S. venezuelensis e identificar aquelas que possam ter potencial

utilidade no imunodiagndstico da estrongiloidiase humana.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Parasitos

O parasito S. venezuelensis vem sendo mantido em ratos (Rattus norvegicus)
da linhagem Wistar por aproximadamente uma década no Laboratorio de
Investigacdo Médica 6 (LIMO06) “Imunopatologia da Esquistossomose” do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC, FM-
USP), com sede no Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo.

Para manutencdo do ciclo do parasito, quatro ratos machos de 30 dias de
idade foram infectados experimentalmente com 20.000 iL3 de S. venezuelensis por
via subcuténea. Seis dias apos infeccdo, as fezes do rato (que contém ovos do
parasito) foram coletadas e amolecidas com agua destilada por aproximadamente 30
minutos; posteriormente foram misturadas com duas partes de carvdo animal
granulado e colocadas em frascos pequenos de vidro de boca ampla (volume
aproximado de 200 mL), tampadas levemente com um pedago de papel aluminio e
incubadas a 28°C por 48 a 72 horas para o desenvolvimento das iL3, as quais foram
coletadas utilizando a técnica modificada de Baermann, descrita por Lok (2007). As
iL3 foram lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS 0,01 mol/L, pH
7,2) e contadas por microscopia optica.

As larvas foram tratadas com hipoclorito de sodio 0,25% em PBS durante
cinco minutos (Martins et al. 2000) e imediatamente centrifugadas a 4.000 x ¢
durante um minuto. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as larvas
foram lavadas trés vezes com PBS contendo 100 U/mL de penicilina e 20 ug/mL de
gentamicina, a 4.000 x g durante um minuto. As larvas foram coletadas e utilizadas
para a producdo in vitro de produtos de E/S.

3.2. Obtencao dos produtos de E/S de larvas infectantes de S. venezuelensis

Os produtos de E/S foram produzidos in vitro e coletados seguindo o0s
procedimentos descritos por Soblik et al. (2011) e Cunha et al. (2017), com algumas
modificagdes. Aproximadamente 30.000 larvas iL3 foram transferidas para tubos de
centrifuga de plastico com tampa, de 15 mL, contendo 8 mL de meio de cultura
celular RPMI 1640 suplementado com HEPES 10 mM, 100 U/mL de penicilina e 20
png/mL de gentamicina. Os tubos foram incubados durante 24 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. Com o intuito de saber se as iL3 de S. venezuelensis séo

capazes de liberar produtos de E/S em condi¢6es fisiologicas minimas, elas também
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foram incubadas em tampdo fosfato salino (PBS) 0,01 M suplementado com o0s
mesmos antibidticos. Apds incubacdo, os sobrenadantes de cada meio foram
coletados mediante centrifugacdo a 4.000 x g durante 5 minutos e logo foram
misturados com 10 puL/mL do coquetel de inibidor de proteases (ULTRA Mini
cOmplete™, Roche, Alemanha).

Todos os sobrenadantes coletados de cada tipo de meio (RPMI 1640 ou PBS)
foram misturados e o volume total obtido (500 mL) foi concentrado 100 vezes
através do sistema Amicon® utilizando uma membrana-filtro de 3 kDa (Merck
Millipore Ltd., Tullagreen, Carrigtwohill, Co. Cork, Irlanda).

O conteudo proteico dos produtos de E/S obtidos foi quantificado utilizando o
kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA).

3.3. Soros humanos

Para avaliar a capacidade dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS para detectar
anticorpos 1gG mediante os testes ELISA e Western-blotting, foram utilizadas 71
amostras de soro de pacientes com diagndstico parasitoldgico positivo de S.
stercoralis (Grupo 1); 105 soros de individuos saudaveis, com diagnéstico negativo
tanto para S. stercoralis quanto para outras parasitoses (Grupo 2) e 84 soros de
pacientes com outras helmintiases (Grupo 3), os que incluem 17 pacientes com
ascaridiase, 7 pacientes com ancilostomiase, 2 pacientes com enterobiase, 20
pacientes com trichuriase, um paciente com teniase, 11 pacientes com
neurocisticercose, 13 pacientes com himenolepiase, 5 pacientes com difilobotriase, 6
pacientes com fasciolose, e 2 pacientes com esquistossomose. Estes pacientes
foram diagnosticados por métodos parasitolégicos, com excecdo dos pacientes com
neurocisticercose que foram diagnosticados através de imagens de ressonancia
magnética e sorologia positiva para anticorpos 1gG mediante o teste de western-
blotting.

Todas as amostras pertencem a soroteca do LIMO06 do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC, FM-USP). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC, FM-USP (Protocolo
n°4.012.674, ano 2019).
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3.4. Ensaio Imunoenzimético em placas de poliestireno (ELISA) para detec¢cdo
de anticorpos 1gG

O teste ELISA para deteccdo de anticorpos IgG em amostras de soro foi
desenvolvido baseado no procedimento descrito por Toledo et al. (2019). Placas de
poliestireno de 96 pogos foram sensibilizadas durante a noite com 1,0 pg/ml (100 pl/
pogo) dos produtos E/S-RPMI ou E/S-PBS diluidas em tampdao carbonato-
bicarbonato 0,05M, pH 9,6. Apo6s incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com
PBS contendo 0.1% do detergente Tween 20 (PBS-T), blogueadas com PBS-T
contendo 5% leite desnatado durante 2 horas a temperatura ambiente e novamente
lavadas com PBS-T, como ja foi descrito.

As amostras de soro a testar e 0s soros padrdes negativos e positivos foram
diluidos 1/200 em solucdo de bloqueio e incubados por 45 minutos a 37°C. As placas
foram lavadas trés vezes com PBS-T e, em seguida, foi adicionado em cada poco
anticorpo secundario anti-lgG humano conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA) diluido 1/10.000 em solu¢do de bloqueio e incubados por 45
minutos a 37°C.

Ap6s um novo ciclo de trés lavagens, foi adicionada uma solucdo substrato-
cromogénica peréxido de hidrogénio e TMB (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA) e incubado por 7 minutos a 37°C. A reacéo foi interrompida pela adi¢do
de acido sulfurico 2N.

Os valores de absorbancia foram determinados em leitor de ELISA (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) no comprimento de onda de 450 nm. Como
controle da reacéo, foi utilizado um soro padréo positivo (pool de amostras de soro
de pacientes com estrongiloidiase) e um soro padrdo negativo (pool de amostras de

soro de individuos saudaveis) em todos 0s ensaios.

3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

Os produtos E/S-RPMI e E/S-PBS de iL3 de S. venezuelensis, foram
submetidos a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida seguindo a metodologia
de Laemmli (1970). Os produtos de E/S foram diluidos em tamp&o de amostra 5X
(concentracéo final de Tris-HCI 0,01M; pH 6,8; SDS 1%, ureia 6%, glicerol 10%, 2-

mercaptoetanol 3,2%, azul de bromofenol 0.005%) e incubados a 95°C por 5
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minutos; em seguida, foram aplicados em géis de poliacrilamida 12% (75 mm x 80
mm), numa concentracdo de 1,50 pg por milimetro de gel. A eletroforese foi
realizada numa voltagem constante de 80 Volts por 10 minutos e logo em 150 Volts
até que o azul de bromofenol atingisse o final do gel (aproximadamente 85 minutos).
Como controle de migracdo foi utilizado um padrédo de peso molecular (PM) de
proteinas de referéncia (Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein
Standards, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA). O gel foi corado com
nitrato de prata (Shevchenko et al. 1996) para sua posterior documentacdo e o PM
das bandas proteicas dos produtos de E/S foram determinadas em referéncia ao

padrdo de PM, como descrito por Matsumoto et al. (2019).

3.6 Zimografia em gel de poliacrilamida

A presenca de proteases nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis foi
avaliada mediante zimografia segundo a metodologia descrita por Rebello et al.
(2012), com algumas modificacbes. Aproximadamente 5 pg dos produtos de E/S
(E/S-RPMI ou E/S-PBS) foram misturados com tampdo de amostra para zimografia
5X (Tris-HCI 0,05M, pH 6,8; SDS 5%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0.01%),
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e imediatamente aplicadas no gel
de poliacrilamida 10% contendo gelatina 0,1%. As condi¢des de eletroforese foram
as mesmas, como anteriormente descritas. O padrdo de PM Precision Plus Protein™
All Blue (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA) foi utilizado como
controle da migragé&o.

Apos eletroforese, o gel de poliacrilamida foi lavado trés vezes durante 20
minutos cada vez com o detergente Triton X-100 2% em agua destilada, e logo com
tampédo de incubacdo (Tris-HCI 0,05M, pH 7,5) durante 15 minutos. Em seguida, o
gel foi incubado a 37°C durante 18 horas em tampéo de incubacgdo contendo CaCl,
0.001M. Apos incubacéo, o gel foi corado com azul de Coomassie R-250 0,2% em
metanol 40% e acido acético 10% durante 1 hora, em constante agitacdo, e logo
descorado com uma solugdo de etanol 30% e 4cido acetico 5%.

Com o intuito de avaliar o tipo de protease presente nos produtos de E/S,
foram testados inibidores especificos para cisteinoproteases (lodoacetamida),

serinoproteases (PMSF) e metaloproteases (EDTA), que foram incubados com os
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produtos de E/S a concentracdo final de 0.01M durante 30minutos & temperatura

ambiente, antes da anélise de zimografia.

3.7. Eletroforese bidimensional (2D SDS-PAGE)

Os produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis (E/S-RPMI ou E/S-PBS) foram
separados de acordo com seu ponto isoelétrico (pl) mediante focalizacdo isoelétrica
(IEF) e depois de acordo com seu PM mediante SDS-PAGE seguindo a metodologia
descrita por Sotillo et al. (2014).

Aproximadamente 100 pg dos produtos de E/S foram previamente tratados
com o 2D Clean-Up kit (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) e logo
ressuspendidos em tampéo de reidratagdo (8M ureia, 2M tioureia, 3% CHAPS,
40mM DTT, 2% pharmalyte pH 3-10 e 10% glicerol) e carregados em fitas de
focalizacdo isoelétrica de 7 cm (Immobiline DryStrip gel com um pl 3-10); as fitas
contendo os produtos de E/S foram incubadas a temperatura ambiente por 20 horas e
cobertos com 6leo mineral e logo foram eletrofocalizadas utilizando o sistema Ettan
IPGphor 1l (GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) a 500 Volts por 30 minutos, 1000
Volts por 30 minutos e 8.000 Volts por 6 horas.

Apbs IEF, as fitas contendo os produtos de E/S foram equilibradas por 15
minutos em solucdo tampdo de equilibrio (6 M urea, 75 mM Tris-HCI pH 8.8, 29.3%
glicerol, 2% SDS, 0.002% azul de bromofenol) contendo DTT (10 mg/ml) e logo por
outros 15 minutos em tampédo de equilibrio contendo lodoacetamida (25 mg/ml) para
uma completa reducéo e alquilacdo das pontes dissulfeto.

As fitas ja tratadas foram finalmente separadas por SDS-PAGE em géis de
poliacrilamida 10%, nas condic¢des de eletroforese ja descritas anteriormente. Com o
intuito de detectar os spots das diferentes bandas dos produtos de E/S, os géis foram

corados com nitrato de prata (Shevchenko et al. 1996).

3.8. Western blotting para deteccédo de anticorpos 1gG

Os produtos E/S-RPMI ou E/S-PBS, separados inicialmente por SDS-PAGE,
foram transferidos eletroforeticamente para membranas de nitrocelulose de 0,45 pm
de porosidade (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), de 75mm x 80 mm, a
voltagem constante de 100V, durante 2 horas a 4°C num aparelho Mini Trans-Blot |1
(BioRad). Em seguida, as membranas de nitrocelulose contendo as proteinas



18

transferidas foram lavadas por 30 minutos com PBS-T, cortadas em fitas de 3,5 mm
de largura e bloqueadas com leite desnatado 5% em PBS-T, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

As amostras de soro a ser testadas foram diluidas 1/100 em solucéo de bloqueio e
incubadas com as fitas overnight a 4°C em constante agitacdo. Apos incubacao, as
fitas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com PBS-T, e em seguida, foram
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpos anti-lgG humano
conjugados com peroxidase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) diluidos
1/2.000 em solucdo de bloqueio. Apds trés lavagens de 5 minutos com PBS-T, as
fitas foram incubadas com solugdo cromogénica (3,3’-tetraidrocloreto de
diaminobenzidina 0,0005%; perdxido de hidrogénio 0,01% em PBS, pH 7,2) por 3
minutos a temperatura ambiente e finalmente lavadas trés vezes com agua destilada
para interromper a reacdo enzimatica.

Um resultado positivo foi evidenciado pela presenca de bandas de cor
marrom escuro. Todos os volumes das amostras e reagentes empregados no ensaio
foram de 800 puL. Como controles da reacdo, foi utilizado um soro padréo positivo e
um soro padréo negativo em todos 0s ensaios.

No caso da eletroforese bidimensional, as mesmas condigdes de transferéncia
e ensaio imunoenzimatico foram utilizadas para a imunodeteccdo dos spots
especificos com o auxilio do soro padrdo positivo ou soro padrdo negativo a mesma
diluicdo, porém com um volume maior de incubacdo (10 mL), bem como os outros
reagentes utilizados no ensaio.

Ademais, com o intuito de identificar spots que possuem reatividade cruzada
com outros tipos de helmintiases, foram preparados um pool de soros de individuos
infectados com outros nematddeos, cestodes e trematodeos, e incubados com as

membranas de nitrocelulose, como ja foi anteriormente descrito.

3.9. Analise protedmica dos produtos de E/S por espectrometria de massas

Apo6s SDS-PAGE e coloragdo com nitrato de prata, as bandas antigénicas que
apresentaram forte reatividade com soro controle positivo foram localizadas no gel
de poliacrilamida e cortadas em pequenos fragmentos de 2 mm com auxilio de
bisturis descartaveis e, em seguida, depositadas em tubos plasticos de 1,5 mL. Com o

intuito de identificar aquelas proteinas ndo antigénicas, foi realizado uma analise
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completa dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS previamente separados em gel
poliacrilamida, os quais foram cortados em oito fragdes de acordo como o PM do
padrdo de referéncia.

Os fragmentos de gel foram lavados por 15 minutos em agua ultrapura e
depois incubados em solugdo descolorante (partes iguais de ferrocianeto de potassio
30 mM e tiossulfato de sodio penta hidratado 100 mM) até o desaparecimento da
coloracéo e logo foram lavados por 15 minutos em agua ultrapura. Os fragmentos de
gel foram lavados trés vezes com tampéo bicarbonato de aménio 50 mM contendo
40% de acetonitrila (ACN) por 30 minutos e logo foram desidratados com 100% de
ACN por 15 minutos.

Os fragmentos de gel foram reduzidos durante 30 minutos com ditiotreitol 10
mM a 37°C e depois foram alquilados durante 30 minutos com iodoacetamida 55
mM no escuro. Os fragmentos foram desidratados com ACN pura e logo evaporado
por centrifugacdo ao vacuo. Os fragmentos de gel desidratados foram hidratados por
45 minutos a 4°C em solucdo de tripsina de grau de sequenciamento (300 ng por
fracdo; Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EUA). Os fragmentos de gel hidratado
foram cobertos com bicarbonato de amonio 50 mM e incubados a 37°C por 18 horas.
A digestdo enzimatica foi interrompida pela adi¢do de &cido férmico a 10% e todos
0s sobrenadantes contendo os peptideos tripticos foram transferidos para novos tubos
plasticos de 1,5 ml.

Os pedacos de gel contendo peptideos foram extraidos ainda trés vezes mais
com bicarbonato de amodnio 50 mM contendo 40% de acetonitrila e todos 0s
sobrenadantes foram misturados e logo evaporados por centrifugacdo ao vacuo e
dissolvidas em 2% de ACN antes da analise.

As suspensbes peptidicas foram analisadas por cromatografia liquida-
espectrometria de massa (LC-MS) em um instrumento ESI-IT-TOF acoplado a um
UPLC 20A Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japdo). As amostras (aliquotas de 15 uL)
foram carregadas em uma coluna C18 (Kinetex C18, 5 pm; 50 x 2,1 mm) e
fracionadas por um gradiente binario empregando como solventes: 0,1% de acido
formico (solvente A) e ACN contendo 0,1% de acido formico (solvente B). Uma
gradiente de eluicdo de 0 - 45% B foi aplicado por 120 minutos a um fluxo constante

de 0,2 mL/min apds eluicdo isocratica inicial por 5 minutos. Os eluatos foram
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monitorados por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA antes de serem injetados
no espectrometro de massa.

Os dados brutos gerados no equipamento LC-MS LCD Shimadzu foram
convertidos em arquivos mzXML pela ferramenta LCM Solution (PRIDE) e depois
carregados no programa Peaks Studio V 7.0 (BSI, Canadd). Os dados foram
processados de acordo com 0s seguintes parametros: MS e massa de erro MS/MS
foram 0,1 Da; oxidacdo de metionina e carbamidometilacio como modificacdo
varidvel e fixa, respectivamente; tripsina como enzima de clivagem; clivagens
perdidas méximas = 3, PTMs variaveis maximas por peptideo = 3 e clivagem néo
especifica (ambas); a taxa de falsa descoberta foi ajustada para < 0,5% e apenas
proteinas com pontuacdo de confianca de peptideo (-101gP) > 20 e contendo pelo
menos 1 peptideo Gnico foram consideradas no presente estudo. Maiores detalhes
sobre o processamento de dados no programa Peaks Studio V 7.0 podem ser
encontrados no link: https://www.bioinfor.com/wp-
content/uploads/2016/12/PEAKS7Manual.pdf

3.10. Analise bioinformatica das proteinas identificadas por espectrometria de
massas

As proteinas foram identificadas pelo programa Peaks Studio V 7.0 (BSI,
Canada) utilizando o banco de dados UniProtkKB (Taxid: 75913 - Strongyloides
venezuelensis). As proteinas identificadas foram analisadas pelo sistema Gene
Ontology (GO) e categorizadas de acordo com sua funcdo molecular, processo
biolégico e componente celular utilizando o banco de dados UniProtKB
(http://www.uniprot.org/) e, alguns o0s casos, 0 programa QuickGO
(http://www.ebi.ac.uk/QuickGOY/).

A ferramenta  bioinformatica  online SignalP  versdo 5.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0)  foi  utilizada para

identificar a presenca do peptideo sinal N-terminal, tipico da via secretora cléssica, e
a ferramenta online TMHMM verséo 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0) foi utilizada para

identificar a presenga de hélices transmembrana nos primeiros 60 aminoacidos.

A ferramenta online OutCyte versdo 1.0 (http://www.outcyte.com) foi

utilizada para identificar proteinas que sdo liberadas mediante vias ndo


https://www.bioinfor.com/wp-content/uploads/2016/12/PEAKS7Manual.pdf
https://www.bioinfor.com/wp-content/uploads/2016/12/PEAKS7Manual.pdf
http://www.uniprot.org/
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0
http://www.outcyte.com/
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convencionais de secrecdo (UPS) e também para verificar a presenca de hélices
transmembrana. Esta ferramenta foi escolhida porque apresentou um melhor
desempenho quando comparado ao conhecido SecretomeP 2.0 (Zhao et al. 2019).

A ferramenta online ExoPred (http://imath.med.ucm.es/exopred/) foi utilizada

para identificar proteinas com potencial secre¢do dentro de exossomos ou vesiculas
extracelulares (Ras-Carmona et al. 2021). Aquelas proteinas que nao tinham peptideo
sinal, UPS ou evidéncia de serem secretadas em exossomos ou vesiculas
extracelulares foram consideradas proteinas intracelulares ou ndo secretadas.

As ferramentas online NetNGlyc Versao 1.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) e NetOGlyc verséo 4.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0) foram utilizadas para

predicdo de sitios de N-glicosilacdo e O-glicosilacdo de proteinas, respectivamente.
A densidade antigénica de cada proteina identificada foi estimada mediante

sua abundancia de regides antigénicas (AAR) usando a ferramenta online Secret-

AAR (http://microbiomics.ibt.unam.mx/tools/aar/toolaar.php). O valor de AAR é

expresso como a razdao entre o comprimento da sequéncia de aminoacidos e o
namero de regides antigénicas previstas (Cornejo-Granados et al. 2019). Proteinas

com um valor AAR < 50 foram consideradas potencialmente antigénicas.

3.11. Alinhamento maultiplo de sequéncias de proteinas

Trés isoformas de arginina quinase, identificadas pela espectrometria de
massas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis, foram selecionadas para ser
comparadas entre elas e com seus homdlogos presentes de outras espécies do género
Strongyloides, bem como em outros nematddeos parasitos mediante o alinhamento

multiplo  de  sequencias  utilizando o  programa  Clustal  Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e visualizadas com o programa Jalview
(https://www.jalview.org/).

A porcentagem de identidade foi calculada com o programa BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) fornecido automaticamente no programa Uniprot

BLAST (https://www.uniprot.org/blast/). As arvores filogenéticas foram construidas

no programa Jalview com as sequencias das diferentes proteinas anteriormente

mencionadas para representar a relacao evolutiva entre as diferentes espécies.


http://imath.med.ucm.es/exopred/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0
http://microbiomics.ibt.unam.mx/tools/aar/toolaar.php
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.jalview.org/
https://www.uniprot.org/blast/
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Outras proteinas de interesse imunoldgico identificadas no presente estudo,
tais como as proteinas de dominio CAP, enolase e as proteina 14-3-3 foram
analisadas da mesma forma e comparadas com seus respectivos homologos presentes

em outras espécies.

3.12. Predicdo de epitopos antigénicos

A predicdo de epitopos antigénicos foi determinada mediante a ferramenta
Secret-AAR (descrita anteriormente), a qual se baseia na informacdo gerada pela
ferramenta de predi¢do Bepipred 1.0 (Larsen et al. 2006) para epitopos lineares com
uma longitude minima de 6 aminoacidos (Berglund et al. 2008). A ferramentas
online para predicdo de epitopos antigénicos BepiPred versdo 2.0 (Jespersen et al.
2017)(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0) e ElliPro
(Ponomarenko et al. 2008) (http://tools.iedb.org/ellipro/) também foram utilizadas,

com o objetivo de validar os epitopos gerados pela ferramenta Secret-AAR.

3.13. Modelagem molecular e analise estrutural de proteinas

A modelagem molecular foi realizada a partir das sequencias de cada proteina
(depositadas na base de dados UniProtKB) utilizando a ferramenta online Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index). No caso de proteinas

com peptideo sinal, a modelagem foi feita apenas com a sequéncia da proteina
madura. Os modelos das proteinas foram visualizados com ajuda do programa Swiss-

PdbViewer 4.0 (https://spdbv.unil.ch/). As estruturas tridimensionais geradas pelo

programa Phyre2 foram comparadas com estruturas de proteinas homologas de

interesse, depositadas no site RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) e a

informacdo sobre a ligacdo proteina-proteina foi obtida no site PDBsum

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cqi-

bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html) utilizando o mesmo co6digo PDB
obtido no site RCSB Protein Data Bank.

3.14. Anélise estatistica
Todos os dados do presente estudo foram armazenados em um arquivo Excel
e as analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 5.0. A

sensibilidade e especificidade dos produtos de E/S na detecgéo de anticorpos 19G


https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0
http://tools.iedb.org/ellipro/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
https://spdbv.unil.ch/
https://www.rcsb.org/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html
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mediante o ELISA foram determinados atraves da Curva ROC. O teste t de Student
foi utilizado para avaliar se existem diferencas significativas na deteccdo de
anticorpos nos diferentes grupos de pacientes ou individuos quando testados contra
os dois tipos de produtos de E/S (E/S-RPMI e E/S-PBS).

A sensibilidade e especificidade dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS pelo WB
foi calculada utilizando tabelas 2 x 2 com um intervalo de confianga de 95%. O
indice kappa (k) foi utilizado para comparar o grau de concordancia entre os dois
tipos de WB. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

quando o valor de p foi menor que 0,05 (p <0,05).
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4. RESULTADOS
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4.1. Caracterizagéo dos produtos de E/S de larvas infectantes de S. venezuelensis
mediante eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Apds manutencdo in vitro das iL3 de S. venezuelensis a 37°C por 24 horas, a
viabilidade observada nas larvas mantidas em meio RPMI foi de 95%, enquanto que
as larvas mantidas em PBS tiveram uma viabilidade entre 80 e 85%. A concentracdo
proteica final dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS, ap06s concentracdo pelo sistema
Amicon® de todos os sobrenadantes coletados, foi 1.018 pg/mL e 1.530 pg/mL,
respectivamente.

A coloracdo com nitrato de prata da SDS-PAGE permitiu evidenciar a
presenca de 20 e 21 bandas proteicas na faixa de 10 a 348 kDa, nos produtos E/S-
RPMI e E/S-PBS (10 pg/poco), respectivamente, com uma coincidéncia de 16
bandas proteicas entre os dois tipos de produtos de E/S (Tabela 1). A colora¢do com
nitrato de prata também permitiu evidenciar uma maior intensidade em certas bandas

proteicas dos produtos E/S-RPMI com PMs menores a 60 kDa (Figura 3).
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Figura 3. Eletroforese em gel poliacrilamida 12% e colora¢do com nitrato de prata dos produtos de
E/S de larvas infectantes de S. venezuelensis (10 pg) obtidos ap6s manutengéo in vitro a 37°C por 48
horas, em meio de cultura RPMI 1640 (2) ou em tampédo fosfato salino (3). Como controle, observa-se

0 padrdo de PM a esquerda (1).
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Tabela 1
Separacdo dos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis
mediante eletroforese em gel de poliacrilamida 12%

Produtos de E/S*
N° Banda S. venezuelensis iL3 (kDa)
E/S-RPMI E/S-PBS

1 348 348
2 - 144
3 123 -

4 88 -

5 63 63
6 54,8 54,8
7 51,3 51,3
8 - 49
9 43 43
10 41 41
11 - 39,8
12 37,5 37,5
13 35 35
14 31 -

15 - 30.4
16 27.3 -

17 - 26,6
18 25 25
19 24 24
20 21 21
21 18 18
22 16 16
23 14 14
24 13 13
25 10 10

4.2. Zimografia dos produtos de E/S de larvas infectantes de S. venezuelensis

A zimografia permitiu demonstrar a presenga de nove bandas com atividade
protease em ambos os tipos de E/S, com PM aproximados de 29,7; 32,3; 36,6; 41;
47; 53,5; 57,6; 72,3 e 102,6 kDa. A andlise dos produtos de E/S em presenca de
diferentes tipos de inibidores de proteases demonstrou a presenca de serinoproteases
(bandas de 29,7; 32,3; 36,6; 47 e 57,6 kDa) e metaloproteases (29,7, 41, 53,5 e 102,6
kDa). O tratamento prévio dos produtos de E/S com uma mistura de todos os
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inibidores anteriormente mencionados, permitiu observar ainda uma banda com

atividade protease de 41 kDa, sendo provavelmente uma aspartil protease (Figura 4).
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Figura 4. Atividade protease dos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis obtidos ap6s manutencao
in vitro a 37°C por 48 horas em tampéo fosfato salino (PBS, pH 7,2)(C) e em presenca de inibidor de
cisteinoproteases (IAA), serinoproteases (PMSF), e metaloproteases (EDTA) a concentragdo final de
0.01M. Adicionalmente, os produtos de E/S também foram incubados com uma mistura dos inibidores

mencionados (MI1X), mostrando ainda a presenca de uma banda com atividade protease.

4.3. Deteccdo de anticorpos 1gG por ELISA

Houve diferencas estatisticamente significativas nas absorbancias geradas por
ambos os tipos de produtos de E/S, com leituras algo mais elevadas quando os soros
de pacientes com estrongiloidiase (Student t-test = 5,856; p < 0,0001) e pacientes
com outras helmintiases (Student t-test = 5,039; p < 0,0001) foram testados contra 0s
produtos E/S-RPMI. Por outro lado, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (Student t-test = 0,7378; p = 0,4623) nas absorbancias geradas quando
0s soros de individuos saudaveis foram testados contra ambos os tipos de produtos de
E/S.

A curva ROC gerada com as absorbancias dos soros de pacientes com

estrongiloidiase e soros de individuos saudaveis teve uma area de 1,000 (IC 99% =
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1,000-1,000; p < 0,0001) para ambos os tipos de produtos de E/S. No entanto,
diferentes valores de cut-off foram obtidos para os produtos E/S-RPMI (cut-off =
0,350) quanto para os produtos E/S-PBS (cut-off = 0,300).

Todos os soros de pacientes com estrongiloidiase reagiram contra ambos 0s
tipos produtos de E/S com valores de absorbancia superiores ao valor do cut-off
(sensibilidade de 100%). Da mesma forma, todos os soros de individuos saudaveis
tiveram escassa reatividade contra ambos os tipos produtos de E/S, com valores de
absorbancia inferiores ao valor do cut-off (especificidade de 100%). No entanto,
quatro amostras de soro de pacientes com outras helmintiases (trés pacientes com
ascaridiase e um paciente com trichuriase) reagiram com ambos os produtos de E/S,
com valores de absorbancia superiores ao respectivo cut-off, obtendo-se uma

reatividade cruzada de 4,76% (Tabela 2 e Figura 5).
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Figura 5. Reatividade dos soros de pacientes com estrongiloidiase, com outras helmintiases e
individuos saudaveis contra os produtos E/S-RPMI (esquerda) e E/S-PBS (direita) testados pelo teste
de ELISA para anticorpos 1gG. Ambos gréficos mostram o valor cut-off para os produtos E/S-RPMI
(0,35) e para os produtos E/S-PBS (0,30).
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Tabela 2
Reatividade das amostras de soro de pacientes com estrongiloidiase, individuos saudaveis e pacientes
com outras helmintiases contra os produtos E/S-RPMI e E/S-PBS de iL3 de S. venezuelensis,
determinados pelo teste ELISA-IgG
E/S-RPMI E/S-PBS

Positividade Positividade

Amostras de Soro

Estrongiloidiase (n = 71) 71 71
Saudaveis (n = 105) 0 0
Ascaridiase (n= 17) 3 3
Ancilostomiase (n =7) 0 0
Enterobiase (n = 2) 0 0
Trichuriase (n = 20) 1 1
Teniase (n=1) 0 0
Cisticercose (n =11) 0 0
Himenolepiase (n = 13) 0 0
Difilobotriase (n = 5) 0 0
Fasciolose (n = 6) 0 0
Esquistossomose (n = 2) 0 0

4.4. Deteccdo de anticorpos 1gG por Western-blotting

Dezesseis bandas antigénicas foram reconhecidas nos produtos E/S-RPMI
pelo soro de controle positivo e pelos soros dos pacientes com estrongiloidiase, as
quais foram logo agrupadas em bandas de baixo peso molecular (LMW: 30, 32, 36,
39, 41, 45, 47), de peso molecular intermediario bandas (IMW: 55, 60, 66, 71, 89) e
bandas de alto peso molecular (HMW: 94, 105-115, 179, 224 kDa) (Figura 6).

Com excecdo da banda antigénica de 179 kDa, todas as mesmas bandas foram
reconhecidas nos produtos E/S-PBS pelo soro de controle positivo e pelos soros dos
pacientes com estrongiloidiase, embora houve uma reatividade mais fraca em
algumas bandas antigénicas do grupo LMW (30, 41, 45 e 47 kDa) (Tabela 3 e Figura
6). Por tanto, a sensibilidade para ambos os tipos de produtos de E/S foi de 100%.

Houve uma reatividade predominante com as bandas de 47 kDa (97,2%), 36
kDa (92,9%), 224 kDa (83,1%), 55 kDa (80,3%), 60 kDa e 179 kDa (76,1%), 41 kDa
e 105-115 kDa (73,2%). Por outro lado, soros de individuos saudaveis reconheceram
predominantemente as bandas de 60 kDa (72,4%) e 55 kDa (18,1%) (Tabela 4).
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Tabela 3
Bandas antigénicas dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS de iL3 de S. venezuelensis
detectadas por anticorpos IgG do soro controle (+) mediante Western-blotting.

Produtos de E/S*
N° Banda S. venezuelensis iL3 (kDa)
E/S-RPMI E/S-PBS

1 224 224
2 179

3 105-115 105-115
4 94 94
5 89 89
6 71 71
7 66 66
8 60 60
9 55 55
10 47 47
11 45 45
12 41 41
13 39 39
14 36 36
15 32 32
16 30 30

Os soros de pacientes com outras helmintiases reconheceram bandas de 60
kDa (42,9%), 55 kDa (33,3%) e 66 kDa (21,4%), seguidas por bandas de 47 kDa e
105-115 kDa (11,9%) e a banda de 224 kDa (10,7%). Houve um reconhecimento
inesperado de duas bandas de 15 kDa (8,3%) e 136 kDa (4,8%) em ambos 0s tipos de
produtos E/S que ndo foram reconhecidos pelos soros de pacientes com
estrongiloidiase e nem pelos soros de individuos saudaveis. Cabe ressaltar que as
bandas de 36 kDa, 71 kDa e 94 kDa ndo foram reconhecidas pelas amostras de
pacientes com outras helmintiases (Tabela 4).

Os pacientes infectados com A. lumbricoides reconheceram as bandas de 55
kDa (76,5%), 60 kDa (64,7%) e 66 kDa (52,9%); os pacientes infectados com T.
trichiura reconheceram as bandas de 60 kDa (35%) e uma banda inesperada de 136
kDa (20%); os pacientes infectados com E. vermicularis reconheceram a banda de 60
kDa (50%); os pacientes infectados com ancilostomideos reconheceram a banda de
60 kDa (28,6%), seguido pelas bandas de 55 kDa e 224 kDa (14,3%) (Tabela 5).
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Os pacientes infectados com H. nana reconheceram as bandas de 32, 39, 55 e
60 kDa (30,8%), 41 kDa e 45 kDa (15,4%) e 30 kDa (7,7%); os pacientes com
neurocisticercose reconheceram as bandas de 55 kDa e 66 kDa (54,5%), seguido
pelas bandas de 89 kDa, 105-115 kDa e 179 kDa (45,5%). Uma banda inesperada de
15 kDa também foi reconhecida por 54,5% desses pacientes, bem como pelo Unico
paciente infectado com T. solium. Os pacientes infectados com D. pacificum
reconheceram predominantemente a banda de 60 kDa (80%), seguido pelas bandas
de 66 kDa e 89 kDa (60%) (Tabela 5).

Todos os pacientes infectados com S. mansoni reconheceram as bandas de 60
e 224 kDa e metade deles reconheceram as bandas de 47 e 55 kDa. Todos o0s
pacientes infectados com F. hepatica reconheceram a banda de 224 kDa e metade
deles reconheceram as bandas de 32, 60 e a banda de 105-115 kDa (Tabela 5 e
Figura 7).

Uma perfeita concordéncia foi observada em ambos os tipos de produtos E/S,
em relacdo a deteccdo de anticorpos IgG nos trés grupos de soros (indice kappa = 1).
Com base nos resultados de WB, trés fracdes antigénicas de ambos os tipos de
produtos E/S foram escolhidas para serem analisadas por espectrometria de massa:
fracdo LMW (de 30 a 47 kDa), fragdo IMW (de 55 a 89 kDa) e fragdo HMW (de 94
a 224 kDa).
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Figura 6. Bandas antigénicas dos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS detectadas por anticorpos 1gG do
soro controle positivo (esquerda) e soro controle negativo (direita) mediante a técnica de Western-
blotting.
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Figura 7. Reatividade dos anticorpos 1gG contra os produtos E/S-RPMI mediante o teste de Western-
blotting num painel representativo de soros de pacientes com estrongiloidiase (+), individuos
saudaveis (-) e pacientes com outras helmintiases: ascaridiase (A), trichuriase (B), enterobiase (C);
ancilostomiase (D), himenolepiase (E), neurocisticercose (F), difilobotriase (G), esquistossomose (H)

e fasciolose (I).

Tabela 4
Distribuicdo da reatividade das bandas antigénicas dos produtos E/S-RPMI nas amostras de soro de
pacientes com estrongiloidiase, individuos saudaveis e pacientes com outras helmintiases, detectadas

pelo Western-blotting

Banda % Positividade
Antigénica Pacientes Individuos Outras
(kDa) estrongiloidiase  saudaveis  helmintiases

224 83,93 0 10
179 75 0 25
105-115 73,21 0 31,67
94 64,29 1,82 0
89 41,07 0 28,33
71 35,71 1,82 0
66 41,07 0 41,07
60 75 72,73 58,33
55 80,36 18,18 58,33
47 96,43 3,64 28,33
45 46,43 1,82 21,67
41 73,21 3,64 10
39 44,64 0 18,33
36 92,95 0 0
32 26,79 0 13,33
30 33,93 0 3,33
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Tabela 5
Bandas antigénicas dos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis que foram reconhecidas por soros

de pacientes com outras helmintiases

Soros de pacientes Bandas antigénicas (kDa) dos produtos de E/S

infectados com

105-
outros helmintos 15* 30 32 36 39 41 45 47 55 60 66 71 89 94 136* 179a 224
115
(n=284)
Ascaris lumbricoides
4 4 6 13 11 9
(n=17)
Trichuris trichiura
3 7 2 4
(n=20)
Enterobius
vermicularis 1
(n=2)
Hookworms
1 2 1
(n=7)
Hymenolepis nana
1 4 4 2 2 3 4 4
(n=13)
Taenia solium
1
(n=1)
Neurocysticercosis
6 6 2 6 5 5 5
(n=11)
Diphyllobothrium
pacificum 4 3 3
(n=5)
Schistosoma mansoni
1 1 2 2
(n=2)
Fasciola hepéatica
3 3 3 6

(n=6)

“Bandas antigénicas inesperadas. *Como a banda antigénica de 179 kDa esteve ausente nos produtos E/S-PBS, n&o houve

reatividade neste grupo de soros.

4.5. Eletroforese e Western-blotting bidimensional

A coloragdo com nitrato de prata evidenciou uma distribuicdo de spots com
um pl entre 4 e 10, bem como uma maior concentragdo de spots com PM iguais ou
menores a 50 kDa. Embora as diferencas entre o nimero de spots de ambos 0s tipos
de produtos de E/S seja minima, a eletroforese bidimensional também mostrou que
os produtos E/S-RPMI diferenciaram-se pela presenca de spots alcalinos entre 30 e
37 kDa e quatro spots de pl neutro e PM maior a 250 kDa (figura 8A), enquanto que

o0s produtos E/S-PBS diferenciaram-se com a presenca de varios spots de pl alcalino
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de 25 e 75 kDa. Ademais, também houve uma maior intensidade na coloracdo de
spots com PM iguais ou inferiores a 20 kDa (Figura 8B).

O soro controle positivo reconheceu um total de 41 e 31 spots nos produtos
E/S-RPMI e E/S-PBS, respectivamente, com PMs iguais ou maiores que 30 kDa e
com um pl 4 a 10. Houve uma coincidéncia de 27 spots em ambos os tipos de E/S.

Os spots antigénicos dos produtos E/S-RPMI diferenciaram-se dos produtos
E/S-PBS principalmente pela presenca de 17 spots na faixa de 30 e 47 kDa (spot N°
20 a 27 e spot N° 33 a 41 ), bem como quatro spots alcalinos entre 60 e 100 kDa
(spot N° 29 ao 32) (Figura 9). Por outro lado, os produtos E/S-PBS apresentaram um
menor numero de spots na faixa de 30 e 47 kDa (8 spots), dois spots alcalinos entre
60 e 100 kDa (spot N° 29 e 30) e tiveram quatro spots (N° 9a, 10a, 18a e 42a) que
ndo estiveram presentes nos produtos E/S-RPMI (Figura 10).

O soro controle negativo identificou 13 spots em ambos 0s tipos de produtos
E/S (spot N° 2, 3, 5, 6, 8, 11, 16, 16a, 16b, 18, 19a, 20 e 36), dos quais dez spots
coincidiram com os spots identificados pelo soro controle positivo (Figura 11).

O pool de soros de pacientes infectados com nematodeos identificou um total
de nove spots (spot N° 2, 8, 9, 10, 16, 18, 19, 20 e 22), dos quais cinco spots
coincidiram com os spots identificados pelo soro controle negativo (Figura 12).

O pool de soros de pacientes infectados com cestodeos identificou um total de
seis spots (spot N° 8, 16, 18, 19, 20 e 21), dos quais quatro spots coincidiram com 0s
spots identificados pelo soro controle negativo (Figura 13).

O pool de soros de pacientes infectados com tremat6deos identificou um total
de nove spots (spot N° 4, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 16 e 17), dos quais trés spots
coincidiram com os spots identificados pelo soro controle negativo (Figura 14).

Os spots N° 8 e 16 (cujo PM calculado é 136 e 60 kDa, respectivamente)
foram identificados pelo soro controle negativo e o pool de soros de pacientes com
outras helmintiases e foram considerados 100% inespecificos. Todos esses resultados
também foram observados quando os produtos E/S-PBS foram enfrentados contra o
soro controle negativo ou o pool de soros de pacientes infectados com outras

helmintiases.
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Figura 8. Eletroforese bidimensional dos produtos de E/S de larvas de S. venezuelensis mantidas em
meio RPMI-1640 (A) e em tampé&o fosfato salino (B) corados com nitrato de prata. Como controle, o
marcador de PM é mostrado a esquerda de cada gel.
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E/S-RPMI
(kDa) P Western-blot IgG

Figura 9. Reatividade de anticorpos 1gG do soro controle positivo (pool de soros de pacientes com
estrongiloidiase) contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640
(E/S-RPMI), separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a 10 e testados
mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual identificou um total de 41 spots
antigénicos, marcados em cor vermelha (imagem inferior).
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E/S-PBS
(kDa) P Western-blot IgG

Figura 10. Reatividade de anticorpos IgG do soro controle positivo (pool de soros de pacientes com
estrongiloidiase) contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em tampdo fosfato salino
(E/S-PBS), separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a 10 e testados
mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual identificou um total de 31 spots

antigénicos (imagem inferior). Os spots descritos em cor verde correspondem a novos spots.
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E/S-RPMI
(kDa) ol Western-blot IgG

Figura 11. Reatividade de anticorpos 1gG do soro controle negativo (pool de soros de individuos
saudaveis) contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-
RPMI) que foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a 10 e logo
testados mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual identificou um total de 13
spots antigénicos (imagem inferior). Os spots descritos em cor verde correspondem a novos spots.
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Figura 12. Reatividade de anticorpos IgG do pool de soros de individuos infectados com nematédeos

contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-RPMI) que
foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a 10 e logo testados
mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual identificou um total de 9 spots

antigénicos (imagem inferior).
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E/S-RPMI
(kDa)  pl Western-blot IgG
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Figura 13. Reatividade de anticorpos 1gG do pool de soros de individuos infectados com cestoides
contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-RPMI) que
foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a 10 e logo testados
mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual identificou um total de 6 spots

antigénicos (imagem inferior).
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E/S-RPMI
(kDa) I Western-blot IgG
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Figura 14. Reatividade de anticorpos 1gG do pool de soros de individuos infectados com trematodeos
contra os produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis coletados em meio RPMI-1640 (E/S-RPMI) que
foram separados através de eletroforese bidimensional em gradiente de pH 3 a 10 e logo testados
mediante a técnica de Western-blotting (imagem superior), o qual identificou um total de 9 spots

antigénicos (imagem inferior).
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4.6. Andlise protedmica dos produtos de E/S de larvas infectantes de S.

venezuelensis

4.6.1. Andlise dos produtos E/S-RPMI por espectrometria de massas e
bioinformatica

A espectrometria de massas identificou um total de 71 proteinas nos produtos
E/S-RPMI com PMs que variaram entre 7,7 kDa e 589,5 kDa e com um pl entre 4,8
a 10,3 (Anexos: Tabela suplementar 1). Dezesseis proteinas (22,5%) tiveram
peptideo sinal para ser liberadas atraves via secretora cléssica, 40 proteinas (56,3%)
tiveram predicdo para ser liberadas dentro vesiculas extracelulares ou exossomos e
15 proteinas (21,1%) foram consideradas como intracelulares ou nao secretadas. De
todas as proteinas identificadas nos produtos E/S-RPMI, 14 proteinas (19,7%)
tiveram entre 1 a 10 dominios transmembrana.

Por outro lado, a ferramenta OutCyte 1.0 também identificou 16 proteinas
com peptideo sinal, 21 proteinas (29,6%) tiveram evidencia de ser secretadas pela via
ndo convencional, 28 proteinas (39,4%) foram consideradas como intracelulares e
apenas seis proteinas tiveram dominios transmembrana.

Em relacéo ao tipo de glicosilacdo, 10 proteinas (14,1%) tiveram entre 1 a 5
sitios de N-glicosilacdo, 52 proteinas (73,2%) tiveram entre 1 a 366 sitios de O-
glicosilacdo e sete proteinas (9,9%) tiveram sitios para ambos os tipos de glicosila¢éo
(Anexos: Tabela suplementar 1).

Em relagdo a sua provavel localizacdo como componente celular, 47,9% das
proteinas identificadas foram relacionadas ao citoplasma, 21,1% relacionadas a
regido extracelular, 9,9% relacionadas a membrana celular, 9,9% relacionadas ao
nacleo, 5,6% relacionadas a mitocondria, 2,8% relacionadas ao reticulo
endoplasmatico, 1,4% relacionadas ao aparato de Golgi e 1,4% relacionadas ao
lisossomo (Anexos: Tabela suplementar 3).

Em termos de processo bioldgico, as proteinas identificadas estiveram
envolvidas principalmente no metabolismo de carboidratos (9,9%), desenvolvimento
larval (8,5%), sinalizacdo celular (7%), processos envolvendo DNA (4,2%),
processos envolvendo RNA (4,2%), processos envolvendo fosforilagcdo (4,2%),
protedlise (2,8%), processos biossintéticos (2,8%), processos catabélicos (2.8%),

estresse oxidativo (1%), entre outros (Anexos: Tabela suplementar 3).
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Em termos de fungdo molecular, as proteinas identificadas estiveram
envolvidas principalmente na ligagdo de ATP (21,1%), ligacdo de ions metalicos
(19,7%), ligacdo de proteinas (11,3%), atividade transferase (9,9%), atividade
quinasse (8,5%), atividade peptidase (7%), ligacdo de acidos nucleicos (4,2%), entre
outros (Anexos: Tabela suplementar 3).

Entre as proteinas que tiveram maior cobertura de identificagcdo, podemos
citar as seguintes: trés CAP domain-containing protein de 21,4 kDa (53% de
cobertura), 19,8 kDa (51% de cobertura) e 20,3 kDa (50% de cobertura); duas
isoformas da 14-3-3 protein zeta de 27,9 kDa (28% de cobertura) e 33,7 kDa (26%
de cobertura); malate dehydrogenase (PM = 40,9 kDa; 26% de cobertura); 2-
phospho-D-glycerate hydro-lyase ou enolase (PM = 47,2 kDa; 24% de cobertura);
fructose-bisphosphate aldolase (PM = 39,5 kDa; 22% de cobertura) e duas isoformas
de actin, alpha cardiac muscle de 40,8 kDa e 40,7 kDa (ambas com 20% de
cobertura).

4.6.2. Espectrometria de massas e analise bioinformatica das fracdes antigénicas
dos produtos E/S-RPMI

Um total de 44 proteinas foram identificadas nas trés fracdes antigénicas dos
produtos E/S-RPMI, das quais 8 proteinas (18,2%) tinham peptideo sinal para ser
liberadas através da via secretora classica, 24 proteinas (54,5%) tinham evidéncia de
ser liberadas dentro vesiculas extracelulares ou exossomos e 12 proteinas (27,3%)
foram consideradas intracelulares.

Vinte e oito proteinas (63,6%) tiveram sitios para O-glicosilacdo (12
proteinas na fracdo HMW, 6 proteinas na fracdo IMW e 10 proteinas na fracdo
LMW); 6 proteinas (13,6%) tiveram sitios para N-glicosilacao (5 proteinas na fracao
HMW e 1 proteina na fragdo LMW) e 4 proteinas tiveram sitios com ambos os tipos
de glicosilacdo (3 proteinas na fragdo HMW e 1 proteina na fracdo LMW).

A ferramenta Secret-AAR classificou 28 proteinas (63,6%) como
potencialmente antigénicas com valores AAR entre 24,6 e 49,25 (Tabela 6).

Em relacdo ao componente celular, essas proteinas estiveram relacionadas
principalmente ao citoplasma (38,6%), a membrana celular (22,7%), a regido
extracelular (13,6%) e ao nudcleo (9,1%). Em termos de processo bioldgico, essas

proteinas estiveram envolvidas principalmente no transporte de proteinas (11,4%),
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desenvolvimento larval (9,1%), processo biossintético (9,1%), estresse oxidativo
(9,1%) e processo metabdlico de carboidratos (6,8%), entre outros. Em termos de
funcdo molecular, essas proteinas estiveram envolvidas principalmente na ligacdo de
ions metalicos (22,7%), ligacdo de ATP (18,2%), ligacdo de proteinas (13,6%),
ligagdo de &cidos nucleicos (11,4%), atividade transferase (11,4%), atividade quinase
(9,1%) e atividade peptidase (9,1%), entre outros.

Na fracio HMW, 16 proteinas foram identificadas por espectrometria de
massa (5 proteinas com peptideo sinal, 7 proteinas secretadas dentro de vesiculas
extracelulares ou exossomos e 4 proteinas consideradas intracelulares) e 10 dessas
proteinas foram consideradas potencialmente antigénicas (AAR < 50).

Dentre as proteinas que se destacam pelo seu potencial antigénico e PM

semelhante aos resultados de WB, observa-se a degenerin unc-8 (94.56 kDa; pl
6.05), dois peroxidasin-like proteins de 107,66 kDa (pl = 7,04) e 114,6 kDa (pl
9,64), calsyntenin-1 (111,15 kDa; pl = 4,99), e duas proteinas ndo caracterizadas de
169,075 kDa (pl = 6,47) e 220,3 kDa (pl = 5,03).

Na fracdo IMW, nove proteinas foram identificadas (6 proteinas foram

secretadas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos e 3 proteinas foram
intracelulares) e 6 dessas proteinas foram consideradas potencialmente antigénicas
(AAR <50).

Dentre as proteinas que se destacam pelo seu potencial antigénico e PM
semelhante aos resultados de WB, observa-se a actin, alpha cardiac muscle 1 (55,68
kDa; pl = 6), phosphoglycerate mutase (57,56 kDa; pl = 5,89), glucose-6-phosphate
isomerase (62,19 kDa; pl = 6,52), phosphoenolpyruvate carboxykinase (73,94 kDa;
pl = 6,03), e calpain-2 catalytic subunit (89,93 kDa; pl = 4,87).

Na fracdo LMW, 19 proteinas foram identificadas (2 proteinas com peptideo
sinal, 11 proteinas secretadas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos e 6
consideradas intracelulares) e 12 dessas proteinas foram consideradas potencialmente
antigénicas (AAR < 50).

Dentre essas proteinas que se destacam pelo seu potencial antigénico e PM
semelhante aos resultados de WB observa-se duas CAP domain-containing protein
de 30,5 kDa (pl = 9,79) e 40,67 kDa (pl = 10,33), 14-3-3 protein zeta (33,74 kDa; pl
= 4,81), arginine kinase (37,04 kDa; pl = 7,57), adenylate kinase isoenzyme 1 (38,7
kDa; pl = 7,51), fructose-bisphosphate aldolase (39,49 kDa; pl = 6,32), malate
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dehydrogenase (40,96; pl = 8,91), dois isoformas de actin, alpha cardiac muscle 1 of
41,79 kDa e 41,8 kDa (pl = 5,3), uma proteina ndo caracterizada 44,3 kDa (pl of
7,43), isocitrate dehydrogenase (46,015 kDa; pl = 6,04) e 2-phospho-D-glycerate
hydro-lyase ou enolase (47,17 kDa; pl = 6,04).

O diagrama de disperséo feito entre o pl (x) e 0 PM (y) de todas as proteinas
com potencial antigénico das trés fraccGes antigénicas (HMW, IMW e LMW)
mostrou uma similitude com os resultados obtidos na reatividade dos anticorpos 1gG
do soro controle positivo contra os produtos E/S-RPMI mediante WB bidimensional,
mostrando que a ferramenta bioinformética Secret-AAR pode ser util para qualificar

quais proteinas possuem um potencial antigénico (Figura 13).
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Figura 15. Gréfico de dispersdo (ponto isoelétrico = x; peso molecular em kDa = y) das proteinas
identificadas nas trés frac¢des antigénicas dos produtos E/S-RPMI (direita) e sua similaridade com os

resultados obtidos no WB bidimensional para avaliar a reatividade dos anticorpos 1gG do soro
controle positivo (esquerda).
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Tabela 6
Identificacdo de proteinas nas trés fragdes antigénicas (LMW, IMW e HMW)
dos produtos E/S-RPMI de iL3 de S. venezuelensis por espectrometria de massas

TMHMM N- O
2.0 Glyc  Glyc

R
value

o Uniprot
accession

Coverage

(%) Fraction

-10lgP #Peptides  #Uniq pl PM Description SignalP Outcyte ExoPred

|

2  AOAOKOFPQ6  33.03 1 2 2 5.9 186.761 DNA polymerase 0 Intracellular 1 0 0 13 HMW 53.53

Amidohydro-rel
4 AOAOKOEVB3 2047 0 1 1 5.8 152.102 domain-containing 0 Intracellular 1 0 0 75 HMW 33.56
protein

Protein RIC1

6 AOAOKOF456  24.48 0 1 1 6.54  143.255 homolo:

0 UPS 1 0 0 32 HMW 63

Histone-lysine N-

methyltransferase 0 Intracellular 1 0 0 127 HMW 5186

8  AOAOKOFZT7  35.43 2 4 4 9.42  125.570

Peroxidasin-like

10  AOAOKOF465  20.82 1 1 1 9.64  114.595 protein

1 Signal peptide 0 0 4 0 HMW 37.54

Aminopeptidase EC HMW

3.4.11. 53.72

12 AOAOKOF3T7  38.03 6.45  109.957

Uncharacterized

14  AOAOKOFAE3  20.82 1 1 1 6.66  103.459 protein

1 Signal peptide 0 1 0 0 HMW 37.29

16 AOAOKOEVSS 21.42 1 1 1 6.05  94.563 Degenerin unc-8 0 Transmembrane 0 2 0 17 HMW 41.45




47

Uncharacterized

protein 0 Intracellular 1 0 0 2 MW 59.08

18  AOAOKOFK28  26.42 1 2 2 493  81.849

Phosphoenolpyruvate 0

carboxykinase (GTP) Intracellular 1 0 0 3 MW 329

20  AOAOKOGOS7 54.4 4 2 2 6.03  73.944

22 AOAOKOG292  77.38 10 5 5 652  62.193 G'“c"iZ‘grf];pr:ggphate 0 UPS 1 0 0 0 IMW 3957

Phosphoglycerate 0

mutase Intracellular 1 0 0 2 IMW 37

24 AOAOKOF9F9  50.83 5 2 2 589  57.563

2-phospho-D-
26 AOAOKOFKU3  108.11 24 9 8 6.04  47.168  glycerate hydro-lyase 0 UPS 1 0 0 0 LMW 31.07
(Enolase)

28 AOAOKOG262  25.14 2 1 1 743 44313 U"Chargat‘étii”zed 0 UPS 0 0 0 27 LMW 4925

Actin, alpha cardiac 0

muscle 1 Intracellular 0 0 0 2 LMW 37.7

30 AOAOKOFL48  101.1 20 8 8 5.3 41.792

CAP domain-
containing protein

32 AOAOKOGILTO 22.9 1 1 1 10.33  40.668 1 Signal peptide 0 0 1 41 LMW 34.73

Fructose-bisphosphate 0

aldolase Intracellular 1 0 0 3 LMW 28.08

34 AOAOKOF7B1  102.09 22 8 8 6.32  39.485
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Adenylate kinase

35 AOAOKOFTYLl  26.24 5 1 1 751 38707 ! 0 Transmembrane 0 1 0 16 LMW 347
isoenzyme 1
36 AOAOKOEZR7  72.59 13 4 2 757 37.039 Arginine kinase 0 UPS 1 0 0 0 LMW  36.89
37  AOAOKOFH91  27.55 4 1 1 68  36.262 Lzeike 0 UPS 1 0 0 0 LMW 67
: : ) dehydrogenase
38 AOAOKOFZ76  20.18 0 1 1 94 34501 U”d;g“gii”ze‘j 0 uPS 1 0 0 0 LMW 58.6
39 AOAOKOFWI2 2553 9 2 2 699 34273 0905 a;:g;:im?ma' 0 Intracellular 1 0 0 3 LMW 525
40 AOAOKOFYU3  100.6 26 8 2 481 33.738 14-3-3 protein zeta 0 Intracellular 1 0 0 0 LMW 25.08
41 AOAOKOFDIO  21.33 1 1 1 911 3283 CCHC-typedomain- 0 UPS 1 0 0 2 LMW 582
contalnlng protem
42 AOAOKOFSG7  36.43 4 1 1 632  31.489 S'f"rg‘;d'fc')f;géh"’”e 0 UPS 1 0 0 0 LMW  69.75
43 AOAOKOFXA8  68.68 14 4 4 979 30495 GAP Qo 1 Signal peptide 0 0 0 16 LMW 3675
containing protein
Col_cuticle_N
44  AOAOKOGOW1  20.04 2 1 1 8.33  30.150 domain-containing 0 Transmembrane 0 1 0 0 LMW 74.25
protein

A tabela mostra o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (PM) apenas da forma madura de cada proteina. A ferramenta SignalP 5.0 prediz se a proteina contém o
peptideo sinal para secrecdo pela via classica; Oucyte prediz se a proteina é secretada mediante vias ndo convencionais (UPS), além de predizer se possui peptideo sinal,
regido transmembrana, ou € intracelular. Exopred prediz se a proteina é secretada dentro de exossomos ou vesiculas extracelulares. TMHMM 2.0 prediz se a proteina
possui regides transmembrana, bem como o ndmero de regifes transmembrana. NetNGlyc 1.0 e NetOGlyc 4.0 predizem sitios de N-glicosilagdo e O-glicosilagdo nas
proteinas, respectivamente, bem como o nimero de sitios de glicosilagdo. Fraction descreve o tipo de fragdo antigénica analisada (HMW = fracdo de alto PM, IMW =
fracdo de PM intermédio, LMW = fracdo de baixo PM); Secret-AAR estima a abundancia de regibes antigénicas (AAR). Forma de classificacdo para as ferramentas

SignalP e Exopred: presenca = 1; auséncia = 0.
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4.6.3. Andlise dos produtos E/S-PBS por espectrometria de massas e
bioinformatica

A espectrometria de massas identificou um total de 62 proteinas nos produtos
E/S-PBS com PMs que variaram entre 16,8 kDa e 589,5 kDa e um pl entre 4,8 a 9,6
(Anexos: Tabela suplementar 2). Dezesseis proteinas (25,8%) tiveram um peptideo
sinal para ser liberadas através da via secretora classica, 38 proteinas (61,3%)
tiveram predicdo para ser liberadas dentro vesiculas extracelulares ou exossomos e 8
proteinas (12,9%) foram consideradas como intracelulares ou ndo secretadas. De
todas as proteinas identificadas nos produtos E/S-PBS, 14 proteinas (22,6%) tiveram
entre 1 a 7 dominios transmembrana.

Por outro lado, a ferramenta OutCyte 1.0 também identificou 16 proteinas
com peptideo sinal, 12 proteinas (19,4%) tiveram evidencia de ser secretadas pela via
ndo convencional e 31 proteinas (50%) foram consideradas como intracelulares. No
entanto, apenas trés proteinas tiveram dominios transmembrana.

Em relacdo ao tipo de glicosilacdo, 12 proteinas (19,4%) tinham entre 1 e 29
sitios de N-glicosilacdo, 44 proteinas (71%) tinham entre 1 e 341 sitios de O-
glicosilacdo e 10 proteinas (16,1%) tiveram sitios para ambos os tipos de glicosilacdo
(Anexos: Tabela suplementar 2).

Em relacdo a sua provavel localizagdo como componente celular, as proteinas
identificadas estiveram relacionadas ao citoplasma (62,9%), a membrana celular
(14,5%), a mitocdndria (9,7%), ao nucleo (8,1%), a regido extracelular (3,2%) e ao
aparato de Golgi (1,6%) (Anexos: Tabela suplementar 4).

Em termos de processo biolégico, as proteinas identificadas estiveram
envolvidas principalmente no metabolismo de carboidratos (14,5%), organizacao do
citoesqueleto (12,9%), proteodlise (12,9%), processos envolvendo fosforilagcdo
(11,3%), processos catabolicos (8,1%), sinalizacdo celular (6,45%), processos
envolvendo RNA (6,45%), processos biossintéticos (6.5%), estresse oxidativo
(4,8%), desenvolvimento larval (3,2%), transporte de ions (3,2%), entre outros.

Em termos de funcdo molecular, as proteinas identificadas estiveram
envolvidas principalmente na ligagédo de ATP (17,7%), atividade quinase (14,5%),
ligacdo de ions metalicos (12,9%), ligacdo de proteinas (12,9%), ligacdo de acidos
nucleicos (11,3%), atividade peptidase (6,45%), atividade transferase (6,45%), entre

outros (Anexos: Tabela suplementar 4).



50

Entre as proteinas que tiveram maior cobertura de identificacdo, podemos
citar: trés isoformas de arginine kinase de 37 kDa (30% de cobertura), 40,5 kDa
(11% de cobertura) e 45,3 kDa (11% de cobertura); malate dehydrogenase (PM
40,9 kDa; 19% de cobertura); 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ou enolase (PM

47,2 kDa; 18% de cobertura); trés isoformas de actin, alpha cardiac muscle de 40,7
kDa, 40,8 kDa (ambas com 17% de cobertura) e de 50,7 kDa (12% de cobertura);
ADF-H domain-containing protein (PM = 16,8 kDa; 14% de cobertura) e fructose-
bisphosphate aldolase (PM = 39,5 kDa; 12% de cobertura).

Houve um total de 20 proteinas em comum entre os produtos E/S-RPMI e
E/S-PBS das quais, 16 proteinas foram consideradas potencialmente antigénicas
(AAR < 50).

4.6.4. Espectrometria de massas e anélise bioinformética das fraces antigénicas
dos produtos E/S-PBS

Quarenta e quatro proteinas foram identificadas nas trés fracdes selecionadas
dos produtos E/S-PBS: 7 proteinas (15,9%) tinham um peptideo sinal a ser liberadas
através da via secretora classica, 29 proteinas (65,9%) tiveram evidéncia de ser
liberadas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos e 8 proteinas (18,2%)
foram consideradas intracelulares.

Trinta proteinas (68,2%) tiveram sitios para serem O-glicosiladas (10
proteinas na fracdo HMW, 13 proteinas na fracdo IMW e 7 proteinas na fracdo
LMW); 8 proteinas (18,2%) tiveram sitios para serem N-glicosiladas (2 proteinas na
fracio HMW, 3 proteinas na fragdo IMW e 3 proteinas na fracdo LMW) e 7
proteinas tiveram sitios para ambos os tipos de glicosilacdo (1 proteina na fracdo
HMW, 3 proteinas na fracdo IMW e 3 proteinas na fracdo LMW).

Trinta proteinas (68,2%) foram classificadas pela ferramenta Secret-AAR
como potencialmente antigénicas, com valores AAR entre 24,6 e 49,78 (Tabela 7).

Em relacdo ao componente celular, as proteinas identificadas estiveram
relacionadas principalmente ao citoplasma (31,8%), ao nucleo (20,4%), a membrana
celular (13,6%) e ao citoesqueleto (13,6%). Em termos de processo biologico, as
proteinas estiveram envolvidas principalmente no processo catabdlico (15,9%),
processo biossintético (15,9%), fosforilacdo (13,6%), processo metabolico de

carboidratos  (6,8%), protedlise (6,8%), processo apoptético (6,8 %), e
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desenvolvimento larval (4,5%). Em termos de funcdo molecular, as proteinas
estiveram envolvidas principalmente na ligacdo de ATP (25%), atividade de quinase
(22,8%), ligacéo de ions metalicos (20,5%), ligacdo de proteinas (18,2%), atividade
transferase (6,8%), atividade peptidase (6,8%) e atividade desidrogenase (6,8%).

Na fragdo HMW, 11 proteinas foram identificadas por espectrometria de
massas (2 proteinas com peptideo sinal, 4 proteinas secretadas dentro de vesiculas
extracelulares ou exossomos e 5 proteinas consideradas intracelulares); 7 dessas
proteinas foram consideradas potencialmente antigénicas (AAR < 50).

Dentre essas proteinas que se destacam pelo seu potencial antigénico e PM
semelhante aos resultados do WB, observa-se uma proteina ndo caracterizada de
102,4 kDa (pl = 6,04), calsyntenin-1 (111,15 kDa; pl = 4,99), protein transport
protein sec16 (204,68 kDa; pl = 5,17), non-specific serine/threonine protein kinase
(208,13 kDa; pl = 8,83).

Na fracdo IMW, 15 proteinas foram identificadas (2 proteinas com peptideo
sinal, 12 proteinas secretadas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos e 5
proteinas consideradas intracelulares) e 12 dessas proteinas foram consideradas
potencialmente antigénicas (AAR < 50).

Dentre essas proteinas que se destacam pelo seu potencial antigénico e PM
semelhante aos resultados do WB, observa-se a retinal dehydrogenase 2 (55,11 kDa;
pl = 5,78), alanine aminotransferase 1 (55,57 kDa; pl = 8,35), actin, alpha cardiac
muscle 1 (55,67 kDa; pl = 6), phosphoglycerate mutase (57,56 kDa; pl = 5,89),
glucose-6-phosphate isomerase (62,19 kDa; pl = 6,52), proteina ndo caracterizada de
66,2 kDa (pl = 6,88), septin-2 (67,28 kDa; pl = 8,68), malic enzyme (71,99 kDa; pl =
8,91), phosphoenolpyruvate carboxykinase (73,94 kDa; pl = 6,03) e 0 neuroglian
(77,24 kDa; pl = 8,04).

Na fracdo LMW, 18 proteinas foram identificadas (3 proteinas com peptideo
sinal, 13 proteinas secretadas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos e 2
proteinas consideradas intracelulares); 11 dessas proteinas foram consideradas
potencialmente antigénicas (AAR < 50).

Dentre essas proteinas que se destacam pelo seu potencial antigénico e PM
semelhante aos resultados de WB, observa-se a peptidase S1 domain-containing
protein (30,56 kDa; pl = 8,6), 14-3-3 protein zeta (33,74 kDa; pl = 4,81), uma

proteina ndo caracterizada de 33,83 kDa (pl = 6,19), dois isoformas de arginine
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kinase of 37,04 kDa (pl = 7,57) e de 40,54 kDa (pl = 8,37), dois isoformas de
fructose-bisphosphate aldolase de 39.5 kDa (pl = 6,32 e 7,98), malate dehydrogenase
(40,96 kDa; pl = 8,91), dois isoformas de actin, alpha cardiac muscle 1 de 41,79 kDa
e 41,81 kDa (pl = 5,3) e 2-phospho-D-glycerate hydro-lyase ou enolase (47,17 kDa;
pl =6,04).

Houve 14 proteinas em comum entre as fracGes antigénicas dos produtos E/S-
RPMI e E/S-PBS (1 proteina com peptideo sinal, 11 proteinas liberadas dentro
vesiculas extracelulares ou exossomos e 2 proteinas intracelulares), das quais 12
proteinas foram consideradas potencialmente antigénicas (AAR < 50).

O diagrama de disperséo feito entre o pl (x) e 0 PM (y) de todas as proteinas
com potencial antigénico das trés fraccGes antigénicas (HMW, IMW e LMW)
mostrou uma similitude com os resultados obtidos na reatividade dos anticorpos 1gG
do soro controle positivo contra os produtos E/S-PBS mediante WB bidimensional,
mostrando uma vez mais que a ferramenta bioinformatica Secret-AAR pode ser Util

para qualificar quais proteinas possuem um potencial antigénico (Figura 14).
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Figura 16. Grafico de dispersdo (ponto isoelétrico = x e peso molecular em kDa = y) das proteinas
identificadas nas trés fraccdes antigénicas dos produtos E/S-RPMI (direita) e sua similaridade com os

resultados obtidos no WB bidimensional para avaliar a reatividade dos anticorpos IgG do soro
controle positivo (esquerda).



Tabela 7
Identificacdo de proteinas nas trés fragdes antigénicas (LMW, IMW e HMW)

dos produtos E/S-PBS de iL3 de S. venezuelensis por espectrometria de massas

TMHMM N- O-
2.0 Glyc  Glyc

AAR
value

Uniprot
accession

Coverage

(%) Fraction

N° -10lgP #Peptides  #Unig  pl PM Description SignalP Outcyte ExoPred

Protein transport
rotein sec16

2 AOAOKOEW98  29.81 1 2 2 517 204.682 0 Intracellular 1 0 0 131 HMW 35.82

ELYS-bb domain-

4 AOAOKOG111  29.27 0 2 2 7.66 172.431 containing protein

0 Transmembrane 0 1 0 130 HMW 60.44

6  AOAOKOFYF3  25.63 1 2 2 6.62 123.604 Delphilin 0 Intracellular 1 0 0 51 HMW 39.96

8 AOAOKOFOE3 20.24 1 1 1 499 111.147 Calsyntenin-1 1 Signal peptide 0 1 5 0 HMW 40.12

10 AOAOKOFXN2 23.6 0 2 1 6.04 102.390  Uncharacterized protein 0 UPS 1 1 0 20 HMW 49.78

Receptor protein
serine/threonine kinase

12 AOAOKOFCT6  20.38 1 1 1 6.38 82.694 0 Transmembrane 0 2 5 6 IMW 51.57

Phosphoenolpyruvate

14 AOAOKOGOS7  71.32 9 4 3 6.03 73.944 carboxykinase (GTP)

0 Intracellular 1 0 0 3 IMW 32.9




| N

16 AOAOKOFD75 33.42 3 2 2 891  71.998 Malic enzyme 0 Intracellular 1 0 0 5 IMW 39.88

18 AOAOKOFUU8  21.04 1 1 1 6.88 66.197  Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 4 IMW 46.33

Glucose-6-phosphate

20  AOAOK0G292  47.93 3 2 2 6.52 62.193 isomerase

0 UPS 1 0 0 0 IMW 39.57

Phosphate-regulating
neutral endopeptidase

22  AOAOKOEZX9  27.94 1 2 1 9.15 58.524 1 Signal peptide 0 1 7 14 IMW 52.5

Actin, alpha cardiac

muscle 1 0 Intracellular 1 0 0 0 IMW 36.14

24 AOAOKOF6C3  75.11 12 4 4 6 55.676

Retinal dehydrogenase

5 0 Intracellular 1 0 0 2 IMW 42.58

26  AOAOKOFTW4  37.89 6 2 2 578 55112

28  AOAOKOG2Q6  54.88 11 3 2 8.97  45.306 Arginine kinase 0 UPS 1 0 0 0 LMW 50.38

Actin, alpha cardiac

muscle 1 0 Intracellular 0 0 0 2 LMW 37.7

30 AOAOKOFV38  87.23 17 6 6 53 41810

32 105.62 19 7 3 8.91  40.957 Malate dehydrogenase 0 UPS 1 0 0 0 LMW 375

AOAOKOFYF9




33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

AOAOKOFGG6

AOAOKOG127

AOAOKOF7B1

AOAOKOEZR7

AOAOKOFH91

AOAOKOFXE7

AOAOKOEYEO

AOAOKOFYU3

AOAOKOEWQ2

AOAOKOF8NS8

AOAOKOF5G7

AOAOKOGOW4

54.88

23.12

110.64

113.86

33.3

27.13

21.99

45.27

57.93

30.46

52.05

22.15

11

12

30

4

2

1

1

1

1

8.37

7.98

6.32

7.57

6.8

9.21

6.19

481

7.06

9.46

6.32

8.6

40.544

39.501

39.485

37.039

36.262

34.073

33.828

33.738

33.296

31.520

31.489

30.567

Arginine kinase

Fructose-bisphosphate
aldolase
Fructose-bisphosphate
aldolase

Arginine kinase
L-lactate
dehydrogenase
Histone-lysine N-
methyltransferase
SETMAR

Uncharacterized protein

14-3-3 protein zeta

Galectin

Uncharacterized protein

S-formylglutathione
hydrolase
Peptidase S1 domain-
containing protein

0

1

UPS

Intracellular

Intracellular
UPS
Intracellular

Intracellular

Intracellular

Intracellular

Signal peptide

Intracellular

Intracellular

Signal peptide

1

0

0

0

0

2

0

5

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

LMW

40.11

45.88

28.08

36.89

67

58

41.57

25.08

52

269

69.75

42.57

A tabela mostra o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular (PM) apenas da forma madura de cada proteina. A ferramenta SignalP 5.0 prediz se a proteina contém o

peptideo sinal para secrecdo pela via classica; Oucyte prediz se a proteina é secretada mediante vias ndo convencionais (UPS), além de predizer se possui peptideo sinal,

regido transmembrana, ou € intracelular. Exopred prediz se a proteina é secretada dentro de exossomos ou vesiculas extracelulares. TMHMM 2.0 prediz se a proteina

possui regides transmembrana, bem como o numero de regides transmembrana. NetNGlyc 1.0 e NetOGlyc 4.0 predizem sitios de N-glicosilagdo e O-glicosilagdo nas

proteinas, respectivamente, bem como o nimero de sitios de glicosilacdo. Fraction descreve o tipo de fracdo antigénica analisada (HMW = fracdo de alto PM, IMW =

fracdo de PM intermédio, LMW = fracdo de baixo PM); Secret-AAR estima a abundancia de regifes antigénicas (AAR). Forma de classificacdo para as ferramentas

SignalP e Exopred: presenca = 1; auséncia = 0.
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4.7. Andlise in silico da arginina quinase de 37 kDa

A analise BLAST da arginina quinase de 37 kDa com potencial antigénico
(Uniprot ID: AOAOKOEZRTY), identificada na fragdo LMW de ambos os tipos de
produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis, mostrou que a proteina possui um 65,3% de
identidade com a isoforma de 40,5 kDa (AOAOKOFGG6) e 55,5% com a isoforma de
45,3 kDa (AOAOK0G2Q6) que foram identificadas apenas nos produtos E/S-PBS. O
alinhamento multiplo de sequéncias das trés argininas quinase identificadas neste
estudo permitiu observar que a arginina quinase de 37 kDa possui uma delecédo de 27

amino&cidos na regido C-terminal (Figura 17).
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Figura 17. Alinhamento mdltiplo das trés sequéncias de arginina quinase identificadas em ambos 0s

tipos de produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis. Os aminodcidos altamente conservados sao
mostrados em azul escuro e os medianamente conservados, em azul claro. Os dominios N-terminal e

C-terminal fosfagénio quinase foram sublinhados em verde e vermelho, respectivamente.

Em relacdo a sua identidade com homdélogos em outras espécies do género
Strongyloides, a analise BLAST mostrou que a arginina quinase de 37 kDa possui
um 90,8% de identidade com seu homdlogo de 41,6 kDa presente em S. papillosus
(AOAON5BQM2), 88,5% de identidade com seu homologo de 40,3 kDa presente em
S. ratti (AOAO90KYR4), e 88% de identidade com seu homologo de 42,1 kDa

presente em S. stercoralis (AOAOKODZNG6). Uma arvore filogenética com as
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diferentes sequéncias de arginina quinase das espécies do género Strongyloides é

mostrada na Figura 18.
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Figura 18. Reconstrucéo filogenética das argininas quinase identificadas nos produtos de E/S de iL3
de S. venezuelensis (ressaltadas em vermelho e azul), e a sua similaridade com seus homdlogos
presentes nas outras espécies do género Strongyloides. O fenograma também inclui os valores

resultantes do algoritmo de distancias médias (Método UPGMA).

A andlise BLAST feita com homologos presentes em outros nematddeos
parasitos, mostrou que a proteina em mencéo tem 76,3% de identidade com seu
homologo presente em N. americanus (AOAOKODZNG6). No caso das outras
isoformas de arginina quinase identificadas no presente estudo, a isoforma de 40,5
kDa resultou ser mais proxima do género Strongyloides, enquanto que a isoforma de
45,3 kDa resultou ter mais similaridade com os homélogos de A. lumbricoides e T.
canis. Uma arvore filogenética com os homdlogos de arginina quinase presentes nos

diferentes nemat6deos parasitos é mostrada na Figura 19.
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1053.85 AOAON4VKI3_E.vermicularis
456.50 AOAOK0G2Q6_S.venezuelensis_45.3kDa
96.1717
212.50  A0AOM3HR81_A.lumbricoides
244.00
15.48 212.50 _ A7yVI5 T.canis
518.00 AOA077Z8H1_T.trichiura
34.67
188.24 518.00 AOAOV1B831_T.spiralis
450.50 AOAOKOFGG6_S.venezuelensis_40.5kDa
117.65 82500  AQAOKOEZR7_S.venezuelensis_37kDa
297.46 78.50
70 132500  AQAOKODZNG_S.stercoralis
403.50 W2TIE5_N.americanus
756.39 AOAOC2FNL8_A.duodenale

Figura 19. Reconstrugdo filogenética das argininas quinase de 37 kDa (letras vermelhas), 40,5 kDa e
45,3 kDa identificadas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis e a sua similaridade com seus
homdlogos presentes em outros nematddeos parasitos. O fenograma também inclui os valores

resultantes do algoritmo de distancias médias (Método UPGMA).

4.7.1. Deteccdo de epitopos antigénicos potenciais da arginina quinase de 37 kDa

A andlise feita com a ferramenta Bepipred 1.0 mostrou que a arginina quinase
de 37 kDa possui pelo menos nove epitopos antigénicos especificos distribuidos em
sete regides potencialmente antigénicas e que sdo compartilhados apenas com seu
homologo presente em S. stercoralis (Figura 20). Da mesma forma, a ferramenta
Ellipro encontrou até onze epitopos antigénicos distribuidos em seis regides
potencialmente antigénicas, enquanto que a ferramenta Bepipred 2.0 encontrou
apenas sete epitopos antigénicos distribuidos em cinco regiGes potencialmente

antigénicas (Tabela 8).



59

) 10 20 ' 30 ) 40 ) 50 ) 60 . 70
S.venezuelensis_45.3kDa/1-402 MTSTYSRIFHPKFLGALAAGSAGVGLVCFYDQNKNCK INKGCVDPEV
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360 - - = - = = = = = = = = & e - - e e e e e e eeeesee s
S.venezuelensis_37kDa/1-331
S.Storcoralis/{-378 = s s e e e ceeeceasecssseaseeaasccasesaesecaaa-
A.lumbricoides/1-400 - -MAFLKNQKA I FSGLLALAGGATAFAYFYPYVCAIYASEYMFPQNRDVA

T.trichiura/1-362 s s s e s e e e e e e e e e e e e e eeseeeeeeeeeseasseesee MFNIQTVPFDV
A.duodenale/1-365 MATLFKSQNTKL IGGLVAALGGATALYTFSPQAKSFFWS- - - - SGVDPAV
N.americanus/{-8378 = ~--ccesccccarccncceereerercner e MLREQYAADGLHCAS IGDSTMAVPPE |
E.vermicularis/1-257 = - - ee e e MAFLKGQKTMLKGFLAAVGGATAVAYFYPSVRDVVLTNLQIDEADAFT
T.spiralis/1-421 MFSFYCYCSTTFQI I VFYSEMAFSRLSKTSKIVVLTTGGALLAGIGTFYYRMGDELRKNLLNIETVPKDI
T.canis/1-400 = sessesseceessesion o e MAFLKNQKA I FGSLLAVAGGATAFAYFYPYNRDVALVNLQINEADAAT

110 . 130 140

S.venezuelensis_45.3kDa/1-402 | KKLEAAYAKENGPEAKD! HIFRDTFEHDKY KT cBGATELBVlcS - - - - - - - - - - ------
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360 V EGFA A--SAE H. A e S S S
S.venezuelensis_37kDa/1-331 | EGIA A- - SKE Y o R SR
S.stercoralis/1-373 | A--SSE YETKENMMDKEKDKKTKLGATLLDYIQS - - - - - - - = == = == = = =
A.lumbricoides/1-400 LVNLQINEADAAT - -IED HETNDMLDOEKYRKKTKEGATEYDVIR - - - - - - - - - - = - - = - = S
T.trichiura/1-362 RYRCEEAF FA INN- - YETKOML BKEKS RETRMEGTELDYIQS - - - - - - - - - = - - - - - -
A.duodenale/1-365 va! DDA NGPEGVN H ADK IWTLTYFSSYLFT
N.americanus/1-373 | G- - AAD: YETKQMVDOLKDKKTKLGATLLDYIQS - - - - - - - - - - - o= oo -
E.vermicularis/1-257 DT A K- - ASE Y S S
T.spiralis/1-421 RCDEA N- - H L N R S
T.canis/1-400 DAFQR R- - HETNDMLDOLKHERTKEGATLYDVIR- - - - - - - - --=----- s@|

S.venezuelensis_45.3kDa/1-402
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360
S.venezuelensis_37kDa/1-331
S.stercoralis/1-373
A.lumbricoides/1-400
T.trichiura/1-362
A.duodenale/1-365
N.americanus/1-373
E.vermicularis/1-257
T.spiralis/1-421

T.canis/1-400

S.venezuelensis_45.3kDa/1-402 T K
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360 T A
S.venezuelensis_37kDa/1-331 L A
S.stercoralis/1-373 L A
A.lumbricoides/1-400 E Q
T.trichiura/1-362 R N
A.duodenale/1-365 D Al
N.americanus/1-373 D K
E.vermicularis/1-257 E E
T.spiralis/1-421 S K
T.canis/1-400 E Ql
S.venezuelensis_45.3kDa/1-402 F KVVP E
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360 QAKTP S
S.venezuelensis_37kDa/1-331 QSQAP A
S.stercoralis/1-373 IF V QAQAP S
A.lumbricoides/1-400 P \ | VRA IKSLESKIG E
T.trichiura/1-362 F KAL DKMA D
A.duodenale/1-365 A L KVVP E
N.americanus/1-373 A F AQAP D

E.vermicularis/1-257
T.spiralis/1-421 : I REBVKDIEKKVSEAK)
T.canis/1-400 IRGIKSLESKVGESRBE!

400 410 420

360 370 , 380

S.venezuelensis_45.3kDa/1-402
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360
S.venezuelensis_37kDa/1-331
S.stercoralis/1-373
A.lumbricoides/1-400
T.trichiura/1-362
A.duodenale/1-365
N.americanus/1-373
E.vermicularis/1-257

iy QL RcRTNLG= R _ Kk
T.canis/1-400 S
420

S.venezuelensis_45.3kDa/1-402 EYE
S.venezuelensis_40.5kDa/1-360 EY Q
S.venezuelensis_37kDa/1-331 FE
S.stercoralis/1-373 FE
A.lumbricoides/1-400
T.trichiura/1-362 {
A.duodenale/1-365 o - - - - ccocoeonnn

N.americanus/1-373 EFERVKOMYDEVRHINE LEKKA -

E.vermicularis/1-257

T.spiralis/1-421 F E K EKA-
T.canis/1-400 Y, E E LEEQQK

Figura 20. Localizacdo das regifes potencialmente antigénicas especificas (cor vermelha) da arginina

AGGVYD{S
AGGVYD

quinase de 37 kDa identificada nos produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis, e sua comparagdo com
seus homologos presentes em S. stercoralis e em outras espécies de nematédeos parasitos mediante
um alinhamento mdltiplo, mostrando também as regifes altamente conservadas (azul escuro) e

medianamente conservadas (azul claro). O cédigo Uniprot de cada proteina € descrita na Figura 19.
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Tabela 8
Identificacdo de regides potencialmente antigénicas e epitopos lineares

na arginina quinase de 37 kDa por trés ferramentas bioinformaticas

Regido Bepipred 1.0 Ber;i;())red Ellipro
1 MADAETIKK ETIKKIEEGYAKLQAS MADAETIKKIEEGYAKLQASKECHS
2 - - KKYLTKEVMDKLKDKKTKLGA
3 HNGFGPNQVOPATD IEDYHNGFGPNOQVOPAT HNGFGPNQVOPATD
4 LGEGKYSQLPDLDPEGKY! | DLGEGKYSQLPDLDPEG LGEGKYSQLPDLDPEGKY
5 CLTEDNYKTME - -
6 DEELKG FESFTDEELKGTYY ATVKKVFESFTDEELKGTY
7 KTSARPDF KTSARPDF KLPKTSARPDFKEICDKL
8 GEHSESAGGVYDI - -

*QOs epitopos antigénicos lineares foram ressaltados em negrita e também sublinhados quando foram

identificados simultaneamente pelas trés ferramentas bioinformaticas.

4.7.2. Estrutura secundaria e modelagem molecular da arginina quinase de 37
kDa

A arginina quinase de 37 kDa identificada nos produtos de E/S de iL3 de S.
venezuelensis é composta por uma cadeia de 331 aminoécidos dos quais o 39,88%
formam cadeias a-hélices e 11,18% formam cadeias folha-p pregueada; o restante

dos aminoéacidos formam alcas simples (Figura 21).
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Figura 21. Estrutura secundéria da arginina quinase de 37 kDa identificada nos produtos E/S de iL3 de
S. venezuelensis, composta por cadeias a-hélices (verde), folha-B pregueada (celeste) e algas livres

(cinza).
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A modelagem molecular feita com o programa Phyre2 permitiu evidenciar
que todas as regides potencialmente antigénicas anteriormente mencionadas

encontram-se localizadas na superficie da proteina (Figura 22).

ir Epitope 9/-\

‘\ MET1 Epitope 1 Epitope 9
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ALA 331 Epitope 8
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Epitope 1

Epitope 6
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Epitopo 8
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Figura 22. Trés vistas diferentes do modelo tridimensional da arginina quinase de 37 kDa (Uniprot ID:
AOAOKOEZR7) em representagdo tipo ribbons mostrando as diferentes estruturas secundarias
(esquerda) e em representacéo tipo molecular surface (direita). O modelo mostra o inicio (MET 1) e o
fim (ALA 331) da cadeia polipeptidica e a localizagdo dos nove epitopos antigénicos lineares

identificados pela ferramenta Bepipred 1.0 (vermelho) que se detalham na Figura 18.
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O modelo tridimensional da arginina quinase de 37 kDa também permitiu
evidenciar que os epitopos antigénicos identificados apenas pelas ferramentas
Bepipred 2.0 ou Ellipro (Tabela 17) nao estiveram localizados na superficie e, por

tanto, seriam menos provaveis de ser reconhecidos pelos anticorpos.

4.8. Andlise in silico da enolase de 47 kDa

A andlise BLAST da enolase (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase)
identificada nos produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis (Uniprot ID:
AOAOKOFKU3), mostrou um 99,5% de identidade com o homdélogo de presente em
S. papillosus (AOAON5BNNL1), 95,4% de identidade com S. ratti (AOA0O9OMVT2) e
94,5% de identidade com S. stercoralis (AOAOKOEIO7). Do mesmo modo, a enolase
de S. venezuelensis teve 85,3% de identidade com o homdlogo presente em
Caenorhabditis elegans (Q27527) e 84,6% de identidade com os ancilostomideos N.
americanus (W2TEQS5) e A. duodenale (AOAOC2DNA4). Uma arvore filogenética
das sequéncias de enolase, presentes nas diferentes espécies de helmintos,

mamiferos, fungos e bactérias, € mostrada na Figura 23.
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Figura 23. Reconstrucéo filogenética da enolase de 47 kDa de S. venezuelensis (vermelho) e sua
relagcdo com outros homologos presentes em outros nematdédeos, cestddeos, trematédeos, mamiferos e
fungos. Uma sequencia de enolase da bactéria Escherichia coli foi incluida como referencia. O

fenograma inclui os valores resultantes do algoritmo de distancias médias (Método UPGMA).
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4.8.1. Detecgdo de epitopos antigénicos potenciais da enolase de 47 kDa

A andlise feita com a ferramenta Bepipred 1.0 mostrou que a enolase de iL3
de S. venezuelensis possui pelo menos quinze regides potencialmente antigénicas,
das quais apenas uma regido contém especificidade para o género Strongyloides e
duas regides antigénicas possuem especificidade apenas para S. venezuelensis, S.
papillosus ou S. ratti. Nove regides antigénicas tiveram reatividade cruzada com
outros helmintos (principalmente com A. lumbricoides, E. vermicularis, T. canis, T.
solium e F. hepatica) e trés regides antigénicas tiveram reatividade cruzada com
todas as espécies (helmintos, mamiferos, fungos e bactérias) (Tabela 9).

A ferramenta Bepipred 2.0 encontrou onze regides potencialmente
antigénicas, das quais duas regifes possuem epitopos especificos para o género
Strongyloides e duas regifes possuem epitopos especificos apenas para S.
venezuelensis e S. papillosus ou S. ratti. Sete regides antigénicas tiveram reatividade
cruzada com nematddeos e cestddeos (principalmente com A. lumbricoides, E.
vermicularis, S. mansoni e F. hepatica) (Tabela 9).

Por outro lado, a ferramenta Ellipro encontrou dezesseis regides
potencialmente antigénicas, das quais cinco regides possuem epitopos especificos
para o género Strongyloides e duas regides possuem epitopos especificos apenas para
S. venezuelensis e S. papillosus ou S. ratti. Nove regides antigénicas tiveram
reatividade cruzada com nematddeos e cestddeos (principalmente com A.
lumbricoides, E. vermicularis, S. mansoni e F. hepatica) inclusive uma regido delas

teve reatividade cruzada com fungos (Tabela 9).

4.8.2. ldentificacdo do sitio potencial para ligacdo ao plasminogénio

Vaérios estudos tém demonstrado que a enolase de diferentes organismos
patogénicos possui a capacidade de capturar moléculas de plasminogénio, a qual
pode logo ser ativada em plasmina, uma serina protease que degrada diversas
proteinas do plasma sanguineo, principalmente os coagulos de fibrina (fibrindlise).
De essa forma, 0s organismos patogénicos conseguem degradar a matriz extracelular
dos tecidos do hospedeiro, durante sua invasao e colonizag&o.

A enolase de 47 kDa, identificada nos produtos de E/S de iL3 de S.
venezuelensis, contém a sequéncia “SEFYKDGKY?”, sendo similar ao sitio de unido

ao plasminogénio “SEFYDKERKVY” que possui a enolase da bactéria patogénica
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Streptococcus pneumoneae (Bergmann et al. 2003). Sequéncias similares foram

encontradas em enolases de outros parasitos (Ayon-Nufiez et al. 2018). A Figura 24

mostra o alinhamento multiplo de sequéncias similares ao sitio de unido do

plasminogénio encontradas nas diferentes espécies de helmintos, protozoarios,

fungos, bactérias e mamiferos.

Tabela 9

Identificacdo de regides potencialmente antigénicas e epitopos lineares da enolase de

S. venezuelensis por trés ferramentas bioinforméticas

Bepipred 1.0 Bepipred 2.0 Ellipro Especificidade
MAILKIH Strongyloides sp.
MRDGDKAVH - NINEKIAPSLI Strongyloides sp.
FNVTDQV KNFNVTDQV Strongyloides sp.
- IDRFMIE Strongyloides sp.
TNVKRIQTAIE QTAIEKKS Strongyloides sp.
S. venezuelensis e S.
GAAEAGM AKLAGTEKV TGASNFKE )
papillosus
S. venezuelensis e S.
ELGDGAVY DGAVYAGQKFRN GDGAVY ratti
VPSGASTG Todas as espécies
RSGETE Todas as espécies
GGSHAG LRIEEEL Todas as espécies
AVHHGKGVLNA A. lumbricoides
A. lumbricoides, E.
YDSRGNPTVEVDLTT . .
vermicularis
A. lumbricoides, E.
FYKDGKYDLDFKNPNS . .
vermicularis
A. lumbricoides, E.
KFRNPQ HEALEMRDGDKAVHHGK | DLLNTAI o )
vermicularis, T. canis
A. duodenale, N.
americanus, E.
DQDDWE QDDWENW o
vermicularis e S.
mansoni
KKRYGLD YHHLKAEIKKRYGLDATAYV | Nemat6deos
TAVGDEGGFAPNIQDNKE NIQDNKE HARQIYD Nemat6deos
DAFDQDDW Nematddeos
SVTESI Nematodeos e T. solium
Nemato6deos,
KDGKYDLDFKNPNS YKDGKYDLDFKNPNS |
trematddeos e fungos
DGTPNKNHL LDGTPNK LDGTPNK F. hepatica
AGAAEAG S. mansoni
HAGNKL Helmintos
VGDEGGFAP Helmintos
Helmintos

QIKTGAPCR




AOAOKOFKU3_S.venezuelensis
AOAONSBNN1_S.papillosus
AOAO9OMVT2_S.ratti
AOAOKOEIO7_S.stercoralis
AOAOC2DNA4_A.duodenale
W2TEQS5_N.americanus
AOAOM3ISNG_A.lumbricoides
AOAOB2VEAG6_T.canis
Q7YZX3_Q.volvulus
AOAON4V089_E.vermicularis
AOA2P1AMT74_T.solium
T1WGD6_T.pisiformis
AOAOR3T5T7_R.nana
AOAOR3SI46_H.diminuta
Q27655_F.hepatica
Q27877_S.mansoni
P51555_E.histolytica
Q3HL75_L.mexicana
Q4DZ98 T.cruzi
B9PH47_T.gondii
POA6PY_E.coli
QI97QS2_S.pneumoniae
P30575_C.albicans
P00924_S.cerevisiae
Q96X30_A.fumigatus
P06733_Human
P04764_Rat

P17182_Mouse

249 SEFWKDE - - KY 257
249 SEF YKDG - - KY 257
268 SEF YKDG - - KY 276
249 SEFYKDG - - KY 257
277 SEFFKEG - - KY 285
249 SEFFKEG - - KY 257
249 SEFYKAEEKKY 259
249 SEF YKADEKKY 259
249 SEYSKEADKLY 259
257 SEFYKE AEKKY 267
248 SEFYKDG - - LY 256
249 SEFYQNG - - KY 257
249 SEFYQKE - - KY 257
249 SEF YQNG - - KY 257
248 SEFYKEG - - KY 256
249 SEFHKNG - - KY 257
247 SEFYNEE TRKY 257
247 SEAYDAERKMY 257
247 SETYDENKKQY 257
256 SEFYKQDEKKY 266
250 SEF YKDE - - KY 258
%246 SEF YDKERKVY 256%
252 SEF YKDG - - KY 260
251 SEFFKDE - - KY 259
250 SEF YK AD VEKY 260
249 SEFFRSE - - KY 257
249 SEFYRAG - - KY 257
249 SEFYRSE - - KY 257
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Figura 24. Alinhamento multiplo de sequencias similares ao sitio de unido do plasminogénio presente
em S. pneumoneae (*), identificada tanto na enolase de 47 kDa de iL3 de S. venezuelensis (vermelho),
guanto em homologos de outras espécies de helmintos, protozodrios, bactérias, fungos e mamiferos.
Os aminodcidos altamente conservados sdo mostrados em azul escuro e o0s medianamente
conservados, em azul claro. O cddigo Uniprot de cada proteina estd descrita a esquerda do nome
cientifico de cada espécie.

4.8.3. Estrutura secundaria e modelagem 3D da enolase de 47 kDa

A enolase de 47 kDa identificada nos produtos de E/S de iL3 de S.
venezuelensis é composta por uma cadeia de 434 aminoacidos dos quais 0 39,4%
formam cadeias a-hélices e 16,13% formam cadeias folha-p pregueada; o restante
dos aminoéacidos formam alcas simples (Figura 25).

Resulta interessante destacar que a sequéncia “SEFYKDGKY” (similar ao
sitio de unido ao plasminogénio da bactéria S. pneumoneae) forma uma estrutura
composta por duas pequenas cadeias folha- pregueada de dois aminoacidos cada
(tirosina e lisina) e separadas por apenas dois amino&cidos tipo alga (acido aspartico
e glicina) (Figura 25). No caso da bactéria S. pneumoneae, esta sequencia também
possui duas pequenas cadeias folha-p pregueada formada por dois aminoacidos cada

(tirosina e &cido aspartico ou valina) separadas, neste caso, por quatro aminoacidos
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tipo alca (lisina, &cido glutdmico, arginina e lisina) (Figura 24). Embora a sequéncia
de aminodcidos possa ter certa variacdo entre as diferentes espécies, a estrutura
secundaria permanece conservada, podendo ser a chave para o reconhecimento e

unido ao plasminogénio.
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Figura 25. Estrutura secundaria da enolase de 47 kDa, identificada nos produtos E/S de iL3 de S.
venezuelensis, composta por cadeias a-hélices (verde), folha-p pregueada (celeste) e alcas (cinza). O
quadro vermelho indica a sitio de unido ao plasminogénio, similar a sequéncias encontradas em

enolases de outros organismos patogénicos.

O modelo tridimensional da enolase de 47 kDa de iL3 de S. venezuelensis
(Figura 26) mostra que a proteina possui uma estrutura similar a um feijao, com
exposicao aberta para mostrar livremente o sitio de unido ao plasminogénio, descrito
nas figuras 24 e 25. Osorio-Aguilar et al. (2021) demonstraram que a unido entre a
enolase da bactéria Haemophilus influenzae e o plasminogénio humano ocorre
mediante ligacdes de hidrogénio onde participam os residuos de tirosina, lisina e

acido glutamico presentes no sitio de unido da enolase.
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Figura 26. Trés vistas diferentes do modelo tridimensional da enolase de 47 kDa de iL3 de S.
venezuelensis (Uniprot ID: AOAOKOFKU3) em representacdo tipo ribbons (esquerda) mostrando as
diferentes estruturas secundarias e em representacdo tipo molecular surface (direita). O modelo
mostra o inicio (MET 1) e o fim (LEU 434) da cadeia polipeptidica e a localizagdo do sitio de uniéo

ao plasminogénio (lilas).
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4.9. Analise in silico das proteinas de dominio CAP

Seis proteinas de dominio CAP (Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5
and Pathogenesis-related 1) foram identificadas nos produtos E/S-RPMI (Uniprot ID:
AOAOKOG1TO, AOAOKOFXAS8, AOAOKOFZR7, AOAOKOFJALl, AOAOKOFX99 e
AOAOKOF4S7) e apenas trés delas nos produtos E/S-PBS (AOAOKOFRJAL,
AOAOKOFX99 e AOAOKOF4S7). De todas essas seis proteinas, apenas trés tiveram
potencial antigénico (AOAOKOG1T0, AOAOKOFXAS8, AOAOKOFJAL).

Com excecdo da proteina AOAOKOFZR7, todas elas tiveram um peptideo
sinal para ser secretadas ao meio extracelular pela via classica. No entanto, esta
ultima proteina possui um dominio transmembrana (Figura 27). A analise BLAST
entre as seis proteinas CAP mostrou que existe uma pobre identidade entre elas
(6,83%), tendo apenas 29 posicdes idénticas e 41 posi¢des similares de aminoacidos,

a maioria delas localizadas dentro do dominio CAP (Figura 27).
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AOAOKOFX99_22 4kDa/1-200 = - = - - VFKGK | ELSNKVFEKVWKGFNYESDSKSGFKDMKDR | IKESNEYRAAHDAKPHTVDPAL AQKAQY
200 30 30 320 330 30 350
AOAOKOG1TO_43kDa/1-381 KMDVL AHBPDNTYGEN- - - - | YTSTSSPSDAW SEVELYNFALP | FsLYTGHETAVVENAT
AOAOKOFXA8_33kDa/1-293 Q1 RQL VHDRRNS | EKTGENL AFGSPL | SHLAY, DE| ELYDENRPGESSATGHETQEVIAKD S
AOAOKOFZRY_27.3kDa/1-232 RDNKAKYBYDNTYTTNYQGFS | QEYKN- - - Al NEESVHNY TKNYFTNASRHFALL IWKPF
AOAOKOFJAT_23 4kDa/1-213 K | GKMQHBIP TNQKNKLGENL AFASPR | AH | GV DEVKDYNFKKQGERHG | GHETQLVIKS S
AOAOKOF4ST7_22 5kDa/1-200 K | EKMVHBP TNHKLF | GENLAVASPS | AH | GV DE | EYYNFNKQGFLKATAHETQL IWKGS
AOAOKOFX99_22. 4kDa/1-200 K | GKMEHBIP TNHKLF | GENLAVASPS | AH | G\ DE | EYYNENKQGHLKATAHETGL IWKGS
‘ 30 370 380 400
AOAOKOG1TO_43kDa/1-381  TDTBCBVAKSAT - NKYYVS! PGNVMGQF GKNIFKKLT - - - - - -« -« - -
AOAOKOFXA8_33kDa/1-293 ~ RKABFBVAVSSDGKGVY VYV PGNYNNKYSENWKRL SATKPSSKPKRRS
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AOAOKOFX99_22.4kDa/1-200
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Figura 27. Alinhamento multiplo das seis proteinas de dominio CAP identificadas nos produtos de E/S
de iL3 de S. venezuelensis, indicando o peptideo sinal (quadro vermelho), o dominio transmembrana
(quadro amarelo) e o dominio CAP (sublinhado em verde). Cada sequencia de proteina possui o

cédigo Uniprot, o peso molecular e o0 numero total de aminoacidos.
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A andlise BLAST da proteina CAP AOAOKOG1TO mostrou um 64% de
identidade com o homodlogo de presente em S. papillosus (Uniprot ID:
AOAON5SBUY7), 47,7% com o homologo de S. stercoralis (AOAOKODZED9), 46,5%
de identidade com o homdlogo de S. ratti (AOA090LJ45) e 43,9% com o antigeno
recombinante NIE (Q9UA16), que vem sendo utilizado com potencial marcador
sorologico de infec¢do por S. stercoralis (Ravi et al. 2002). Do mesmo modo, a
proteina CAP AOAOKOG1TO tem 47,5% de identidade com o homdlogo presente em
E. vermicularis (AOAON4UTAYT), 34,7% de identidade com o homologo presente em
T. canis (AOA183UHX4) e 34% de identidade com o homologo presente em A.
lumbricoides (AOAOM3HW49). Em relacdo aos homdologos presentes em mamiferos,
a proteina CAP AOAOKOG1TO tem 39,7% de identidade com a proteina relacionada
a patogénese associada ao Golgi (GAPR-1) presente no ser humano (Q9H4G4) e no
camundongo (Q9CYLY5).

Por outro lado, a proteina CAP AOAOKOFXA8 mostrou um 56,4% de
identidade com a proteina AOAOKOF4S7, 54,7% com as proteinas AOAOKOFJAL e
AOAOKOFX99 (identificadas no presente estudo) e 44,5% com a proteina
AOAOKOG1TO. Do mesmo modo, a proteina em menc¢do tem 69,8% de identidade
com o homélogo de presente em S. papillosus (AOAON5BJ55), 58,1% com o
homologo de S. ratti (AOA090KZP0), 54,4% com o homdlogo de S. stercoralis
(AOAOKOEG6KO0) e 50% de identidade com o antigeno recombinante NIE de S.
stercoralis (Q9UA16). Em relacdo a outros parasitos, a andlise BLAST mostrou que
a proteina em mencdo tem 50% de identidade com o homoélogo presente em E.
vermicularis (AOAON4UTAY7), 35,5% de identidade com o homdlogo presente em A.
duodenale (AOAOC2GEL4) e 34,5% de identidade com os homdlogos presentes em
N. americanus (W2TYL7) e A. lumbricoides (AOAOM3ID47). Em relacdo aos
homologos presentes em mamiferos, a proteina AOAOKOFXAS8 tem 45,1% de
identidade com a proteina GAPR-1 presente no ser humano (Q9H4G4) e no
camundongo (Q9CYLD5).

Em relacdo a proteina CAP AOAOKOFJAL, a analise BLAST mostrou 73,2%
com a proteina CAP AOAOKOFX99 e 72,3% com a proteina CAP AOAOKOF4S7
(identificadas também no presente estudo), 84,5% de identidade com o homologo de
presente em S. papillosus (AOAON5BJE1), 55,5% com o homodlogo de S. ratti
(AOA090LJ45), 54,8% de identidade com o homologo de S. stercoralis
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(AOAOKOE6K4) e 52,3% com o antigeno recombinante NIE de S. stercoralis
(Q9UA16). Do mesmo modo, a anélise BLAST também mostrou que a proteina em
menc¢do tem 55,6% de identidade com o homologo presente em E. vermicularis
(AOAON4UTAT), 35,1% de identidade com o homdlogo presente em N. americanus
(W2T648) e 32,7% de identidade com o homologo presente em T. canis
(AOA183TX51). Com respeito aos homologos presentes em mamiferos, a proteina
AOAOKOFXA8 tem 43% de identidade com a proteina GAPR-1 presente no
camundongo (Q9CYLD5) e 42,4% no ser humano (Q9H4G4).

A Figura 28 mostra a rela¢do de identidade que existe entre as trés proteinas
CAP com potencial antigénico, anteriormente mencionadas, e seus respectivos

homologos presentes no ser humano e no camundongo.

841.63 [AOAOKOFXA8_S.venezuelensis_33kDal

518.00 [AOAOKOFJAT_S. venezuelensis_23.4kDal

84.48

210.00

389.00 AOAOKOF4S7_S.venezuelensis_22.5kDa

129.00

113.63

1389.00  A0A0KOFX99 S.venezuelensis 22.4kDa
25.76)

728,00 QYUA16_L3NIE-Ag_26.3kDa

484.00 Q9H4G4_HUMAN_17.2kDa

303.27

442.10

484.00 Q9CYL5 MOUSE_17.1kDa

951.86 AOAOKOFZRT_S.venezuelensis_27.3kDa

1255.13 [ADAOKOG1TO_S.venezuelensis_43kDa|

Figura 28. Reconstrugdo filogenética das seis proteinas de dominio CAP identificadas nos produtos
E/S de iL3 de S. venezuelensis e sua similaridade com o antigeno recombinante NIE e com a proteina
GAPR-1 presente no ser humano (Q9H4G4) e no camundongo (Q9CYL5). As trés proteinas CAP
potencialmente antigénicas (AAR < 50) foram enquadradas em vermelho. O fenograma inclui os

valores resultantes do algoritmo de distancias médias (Método UPGMA).

Embora o alinhamento multiplo de sequéncias completas das proteinas sugira

que a proteina AOAOKOFJAL esteja proxima ao antigeno recombinante NIE, o
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alinhamento multiplo dos dominios CAP das trés proteinas em meng¢do mostra que a
proteina AOAOKOFXAS8 seria mais proxima (59% de identidade: 79 amino&cidos
idénticos e 30 aminoacidos similares) do que a proteina AOAOKOFJAL1 (50% de

identidade: 66 aminoacidos idénticos e 38 aminoacidos similares) (Figura 29).
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Figura 29. Alinhamento multiplo do dominio CAP das proteinas AOAOKOFXAS8, AOAOKOFJA1
identificadas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis e sua relacdo de similaridade com o
antigeno recombinante NIE. O grafico superior mostra as regifes conservadas de aminoacidos entre as
trés proteinas e os quatro subdominios ou sitios conservados do dominio CAP (CAP1, CAP2, CAP3 e
CAP4), bem como a estrutura secundaria tipica do dominio CAP (cadeias a-B-a). O grafico inferior
mostra a reconstrugdo filogenética entre os dominios CAP das proteinas AOAOKOFXAS8 e
AOAOKOFJAL, baseado no grau de identidade com respeito ao antigeno recombinante NIE
(expressado em porcentagem). A proteina CAP AOAOKOGI1TO foi incluida como referencia da
distancia filogenética.

O dominio CAP constitui uma regido conservada entre as diferentes espécies
de organismos (vertebrados e invertebrados) que contém uma sequéncia exclusiva de
estruturas a-hélice-folha-B pregueada-a-hélice (Figura 25). Ademais, existem até

quatro subdominios dentro do dominio CAP, formados por sequencias de

aminoacidos com a seguinte sequéncia padréo: CAP1
[GDER][HR][FYWH][TVS][QA][LIVM][LIVMAJWxxX[STN]; CAP2
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[LIVMFYH][LIVMFY]XC[NQRHS]YX[PARH]X[GLIN[LIVMFYWDN]; CAP3 =
XNxxR e CAP4 = G[EQ]N[ILV], onde quaisquer dos aminoacidos presentes dentro
dos colchetes estara presente na posicdo determinada da sequencia e “X” representa
qualquer aminoéacido (Gibbs et al. 2008).

Varios autores tém demonstrado que o dominio CAP possui uma regido com
capacidade de transportar moléculas de esterol (Kelleher et al. 2014; Gamir et al.
2017; Asojo et al. 2018; Darwiche et al. 2018), como foi demonstrado nas proteinas
PRY da levedura Saccharomyces cerevisiae (Choudhary et al. 2014; Darwiche et al.
2017), e outra regido para transportar &cidos graxos ou capturar leucotrienos como
uma possivel estratégia de modulacdo imune, como foi demonstrada na proteina
tablysin-15 presente na saliva do inseto hemat6fago Tabanus yao (Xu et al. 2012).

Nesse sentido, uma analise comparativa do dominio CAP entre as cinco
proteinas com peptideo sinal para serem secretadas ao meio externo (AOAOKOGL1TO,
AOAOKOFXAS8, AOAOKOFJAL, AOAOKOFX99 e AOAOKOF4ST7) e os dominios CAP
da proteina PRY e o tablysin-15 sugere que a regido de unido a moléculas de esterol
e a regido de unido a acidos graxos ou leucotrienos também estaria presente nas
proteinas CAP identificadas nos produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis (Figura
30).

al B1 a2 B2
'.21"1"1'.;11;11".'.;'—*'.\11;;’.;’.’.’.&;}

10 40 50 60 70 80
AOAOKOG1T0_242-370 SVKLNF KQT KA QSAP --------- KLNKTIEAK A EKMAKMDVLA PDNT -Y| IYTSTSSPSD
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* ok * *

Figura 30. Alinhamento maltiplo dos dominios CAP das proteinas PRY (PRY1_YEAST) e Tablysin-
15(F8QQG5_TABYA) e as cinco proteinas com dominio CAP e com peptideo sinal, identificadas nos
produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis. No grafico pode observar a distribuicdo de aminoacidos
preferencialmente hidrofobicos (asterisco vermelho) que intervém na unido e captura de acidos graxos
e leucotrienos (Xu et al. 2012). O sitio de unido a esterdis (caveolin-binding motif, CBM) se encontra

ressaltado com um quadro lilas.
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4.9.1. Anélise estrutural da proteina CAP AOAOKOFXAS

A proteina CAP AOAOKOFXAS, identificada nos produtos E/S-RPMI de S.
venezuelensis, possui um peptideo sinal de 22 aminoacidos seguido de 271
aminoacidos que conformam a proteina madura (30,5 kDa), dos quais apenas 59
aminoacidos formam cadeias a-hélices (21,7%) e 31 aminoacidos formam cadeias
folha-p pregueada (11,4%); o restante dos aminoacidos formam cadeias tipo alga
simples. O modelo tridimensional da proteina madura mostra que a estrutura
secundaria da porcdo N-terminal esta formada por 115 aminoacidos (42,43% do total
da proteina madura), dos quais 0 83,47% (96 aminoacidos) esta formado por uma
cadeia alca simples e o restante dos aminoacidos formam trés pequenas cadeias a-

hélices e uma pequena cadeia folha-p pregueada (Figura 31).

B

N-Terminal

L

g-terminal

Figura 31. Modelo tridimensional da forma madura da proteina CAP AOAOKOFXAS, identificada nos
produtos E/S-RPMI de iL3 de S. venezuelensis, em representagéo tipo molecular surface (A) e em
representacdo tipo ribbons (B) mostrando as diferentes estruturas secundarias e as por¢des N-terminal
e C-terminal da proteina, a regido central de unido ou captura de &cidos graxos e leucotrienos
(vermelho), uma regido de unido a esterois (azul) e a sequencia de unido a integrina allbf3 “KGD”

(verde).
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A porcdo C-terminal da proteina é constituido quase integramente pelo
dominio CAP (cuja estrutura secundaria é mostrada em detalhe na Figura 31) que
possui quatro cadeias a-hélices e quatro cadeias folha-p pregueada.

Uma analise detalhada da estrutura tridimensional do dominio CAP mostra
que a regido involucrada na unido a acidos graxos e leucotrienos esta constituida
preferencialmente por aminoécidos apolares hidrofobicos situados na primeira,
terceira e quarta cadeia a-hélice (Figuras 30), os quais formam uma cavidade para
albergar as mencionadas moléculas (Figura 32).

A andlise comparativa entre as estruturas tridimensionais da proteina CAP
AOAOKOFXAS8 e a proteina tablysin-15 do inseto hematéfago Tabanus yao (PDB:
3U3U) (Xu et al. 2012) sugere que, a proteina CAP de S. venezuelensis identificada
neste estudo, ainda conserva aminoacidos hidrofobicos necessarios e importantes

para o reconhecimento e captura ou de acidos graxos e leucotrienos.

4
1 TYR128
HE211
ILE194
15132

Figura 32. Detalhe da cavidade dentro do dominio CAP da proteina AOAOKOFXAS8 (estrutura tipo
ribbons), formada pelas cadeias a-hélice 1, 3 e 4, onde pode se observar a presenca de aminoacidos

folha-f 2

a-hélice 3

apolares hidrofébicos (vermelho) involucrados na captura e unifo de 4cidos graxos e leucotrienos. A
direita, estdo detalhados quais aminoacidos participam no reconhecimento e unido de &cidos graxos e

leucotrienos.

Uma andlise mais detalhada da sobreposi¢do dos dominios CAP das duas
proteinas mencionadas (Figura 33), mostra que a proteina CAP AOAOKOFXAS8

possui amino&cidos hidrofébicos nas mesmas posicdes das trés cadeias a-hélices que
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a proteina tablysin-15 utiliza para capturar acidos graxos e leucotrienos, concluindo
assim que a proteina CAP AOAOKOFXAS8 tem o potencial para capturar leucotrienos

e ser uma proteina involucrada na evaséao da resposta imune do hospedeiro.

Direito

_ \HIS184

\ PRI N
NeYs239 A7 ) [
Vice'® | B0 =
_ASN174 | W WBLUL24

LTB4  \pvegai s B
. 2\
| LEG14
S PHE211

-

LEU258

Figura 33. Sobreposi¢do das estruturas tridimensionais dos dominios CAP da proteina tablysin-15
(PDB: 3U3U; celeste) e a proteina AOAOKOFXAS (cinza) mostrando os aminoacidos hidrofobicos
involucrados no reconhecimento e captura do leucotrieno B4 (LTB4)(lilas). Na imagem superior (A),
pode se observar distribuicdo dos aminodcidos involucrados, em trés vistas diferentes (frente,
esquerda e direita). Na imagem inferior, se mostra ao detalhe 0os nomes de todos os aminoacidos

involucrados no reconhecimento e captura do leucotrieno.

Por outro lado, a regido de unido a esterois se encontra situada entre a terceira
e quarta cadeia a-hélice do dominio CAP, constituido por 10 aminoacidos que
contém o sitio de unido a caveolina: [FYW]X[FYW]xxxx[FYW], onde quaisquer dos
trés aminoacidos especificos dentro dos colchetes estardo apenas presentes nas
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posicOes determinadas, e “X” representa qualquer aminoacido (Choudhary et al.
2014) (Figura 30).

A analise da estrutura tridimensional da proteina CAP AOAOKOFXA8 mostra
que a regido de unido a esterois encontra-se situada na parte inferior e posterior em
relacdo a cavidade de reconhecimento e captura de &cidos graxos e leucotrienos
(Figura 34A), formando assim também uma pequena cavidade (Figura 34B). Neste
caso, 0os aminoacidos hidrofobicos tirosina, fenilalanina e, provavelmente também a
prolina, participam ativamente na captura de moleculas de esterol. Ademais, €
possivel que os aminodcidos tirosina (TYR 251) e valina (VAL 255), presentes no
final da por¢do C-terminal da proteina, também estejam involucrados na captura de

esterdis (Figura 34C).

Figura 34. Detalhe da regido de unido a esterois presente na proteina CAP AOAOKOFXAS, localizada
entre as cadeias a-hélice 3 e 4, na parte inferior e posterior a cavidade de reconhecimento de &cidos
graxos e captura de leucotrienos (A), donde pode se observar a presenga de aminoacidos hidrofobicos
(azul) que formam parte do sitio de unido a esterois (B). Além disso, é possivel que os aminoacidos
TYR251 e VALZ255, presentes no final da porcdo C-terminal da proteina, estejam também

involucrados na unido a esterois (C).
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Resulta interessante destacar que entre a terceira e quarta cadeia folha-p
pregueada do dominio CAP da proteina AOAOKOFXAS existe, em forma invertida, a
sequéncia “KGD” (lisina-glicina-acido aspartico) da desintegrina barbourin da
serpente Sistrurus miliarius barbouri, que € capaz de se unir especificamente a
integrina alIbp3 das plaquetas, inibindo assim a agregacdo plaquetéria (Scarborough
et al. 1991).

A analise da estrutura tridimensional da proteina CAP AOAOKOFXA8 mostra
que a sequéncia “KGD” se encontra localizada na parte superior e posterior em
relacdo a cavidade de captura de &cidos graxos e leucotrienos, numa regido exposta e
livre para reconhecer e se ligar a integrina alIIbp3 (Figura 35).

GLY 232

Figura 35. Detalhe da parte superior da estrutura tridimensional (tipo ribbons) da proteina CAP
AOAOKOFXAS8, onde se mostra a localizagdo ad sequencia “KGD” (A), entre as cadeias folha-p
pregueada 3 e 4. A sequéncia “KGD” se encontra situado numa regido exposta e livre (C) para
reconhecer e se ligar a integrina alIbf3, presente nas plaquetas e inibir agregacéo plaquetaria. A figura

também mostra uma representagdo tridimensional da sequencia “KGD” em estilo molecular surface

(B).
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4.10. Anélise in silico das proteinas 14-3-3 de iL3 de S. venezuelensis

As proteinas 14-3-3 pertencem a uma familia de proteinas reguladoras de sete
isoformas (B, €, v, n, o, T e {) altamente conservadas em todas as espécies e podem
interagir com muitos alvos intracelulares. As proteinas 14-3-3 podem atuar como
dimeros ou heterodimeros e reconhecem residuos fosforilados de serina/treonina,
formando assim parte de um sistema regulatério com quinases e fosfatases.

Duas proteinas 14-3-3 foram identificadas nos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS
de iL3 de S. venezuelensis: a proteina AOAOKOFYUS3 foi identificada na fraccéo
imunogénica LMW, enquanto que a proteina AOAOKOFYUS foi identificada na
fraccdo ndo imunogénica por embaixo da fragdo LMW.

As proteinas 14-3-3 de S. venezuelensis possuem uma estrutura secundaria
altamente conservada de cadeias a-hélice; a unica diferenca ressaltante na proteina
AOAOKOFYUS3 ¢é a presenca de duas cadeias a-hélices adicionais (constituidas por
um total de 50 aminoéacidos) na regido C-terminal da proteina, somando assim, um

total de 13 cadeias a-hélice (Figura 36).

—ASTURITIRIRRIR—RARRRARRAR- AATTTITUILTIRRIRRRRARRARARRR—ARARN
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AOAOKOFYU3_14-3-32/1-300  MAENKD R sL sHiKKVTE | GAEHT! I TEGA L
AAOKOFYUS_14-3-32/1-245  MADNHKE R A SMKK MTE s GPEL|T! I SEES| M
PB3102_RAT_14-3-32/1-245 - - MDKN K AACMKSVTEQGAEL|S! Vi TEGA M
P63101_MOUSE_14-3-32/1-245 - - MDEIN K AACMKSVTEQGAEL|s! Vi TEGA M
PE3104 HUMAN_14-3-37/1-245 - - MDIN K AACMKSVTEQGAELS! Vi TEGA M
WALAARRAARRAARRAAARAL AARAAARAARAAARAAL —AARAARAARAAARAARARA!
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Figura 36. Alinhamento multiplo das sequéncias das duas proteinas 14-3-3 identificadas nos produtos
de E/S de iL3 de S. venezuelensis e sua similaridade com os homologos presentes no ser humano
(P63104), camundongo (P63101) e rato (P63102). A imagem também mostra a estrutura secundaria
das proteinas 14-3-3, caracterizada por uma predominancia de cadeias a-hélice, bem como as regifes

altamente conservadas (azul escuro) e medianamente conservadas (azul claro).
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O alinhamento multiplo de sequéncias das duas proteinas 14-3-3 de S.
venezuelensis e seus homologos presentes no ser humano (Uniprot: P63104),
camundongo (P63101) e rato (P63102) (Figura 36), sugere que a proteina
AOAOKOFYUS é filogeneticamente mais proxima dos homoélogos mencionados
(76,1% de identidade), do que a proteina AOAOKOFYU3 (64,3% de identidade)
(Figura 37).

245.83 AOAOKOFYU5_14-3-3Z
76,1%
112.50 -3
107.54 el P63102_RAT_14-3-3Z
4100
11250  pg3101_MOUSE_14-3-3Z
129.33
116.50  pg3104_HUMAN_14-3-3Z
64,3%
353.38 ADAOKOFYU3_14-3-3Z

Figura 37. Reconstrugdo filogenética baseada no alinhamento maltiplo das proteinas 14-3-3 (Figura
32), mostrando que a proteina AOAOKOFYUS5 possui maior identidade com seus homélogos presentes
no ser humano (Uniprot: P63104), camundongo (Uniprot: P63101) e rato (Uniprot: P63102).

4.10.1. Andlise estrutural das proteinas 14-3-3 de iL3 de S. venezuelensis

A proteina AOAOKOFYU3 tem um PM de 33,7 kDa e esta constituida de 300
aminoacidos, dos quais 0 71,6% formam cadeias a-hélice. Por outro lado, a proteina
AOAOKOFYUS tem um PM de 27,9 kDa e esta constituida de 245 amino&cidos, dos
quais o 78,4% formam cadeias a-hélice, e ambas as proteinas ndo possuem peptideo
sinal para ser secretadas pela via classica. No entanto, a analise bioinformatica com a
ferramenta ExoPred sugere que as proteinas 14-3-3 podem ser liberadas ao meio
externo dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos, como ja foi demonstrado
por alguns autores (Marcilla et al. 2012; Wang et al. 2013).

O modelo tridimensional das proteinas 14-3-3 de S. venezuelensis mostra que

a proteina AOAOKOFY U5 possui uma morfologia muito similar quando comparado
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com 0s modelos tridimensionais das proteinas 14-3-3 do ser humano (PDB: 6ZCJ) e
do camundongo (PDB: 7EXE). Por outro lado, a proteina AOAOKOFYU3 se destaca
pela presenca de duas cadeias a-hélice que sobressaem da estrutura, resultando ser

menos similar aos homdlogos anteriormente mencionados (Figura 38).

CAMUNDONGO

‘ HUMANO
PDB: 7TEXE PDB: 6ZCJ

ASN-245
MET-1

AOAOKOFYUS
27,9 kDa

‘ AOAOKOFYU3

Figura 38. Modelo tridimensional tipo ribbons das proteinas 14-3-3 AOAOKOFYU3 e AOAOKOFY U5
identificadas nos produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis. As proteinas 14-3-3 presente no ser humano
(PDB: 6ZCJ) e no camundongo (PDB: 7EXE) foram representados, na parte superior da imagem,
como referéncias. A proteina AOAOKOFYU3 possui ao menos duas cadeias a-hélices adicionais
(corados em laranja). O modelo tridimensional também mostra o inicio e o termino da cadeia

polipeptidica.
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Com o intuito de saber se as duas proteinas 14-3-3 de iL3 de S. venezuelensis
sdo funcionalmente ativas dentro do hospedeiro, elas foram comparadas mediante
sobreposicdo com trés diferentes modelos de complexos proteicos tridimensionais
resultantes de diferentes estudos, onde se demonstra que a proteina 14-3-3 humana
reconhece e se une a residuos fosforilados de proteinas intracelulares relacionadas
com a regulacgdo da ativagdo de linfdcitos T e B.

O primer estudo envolve o reconhecimento e unido da proteina fosforilada
BLNK (B cell linker protein) pela proteina 14-3-3 humana, para iniciar o controle e
atenuacdo da sinalizacdo decorrente do receptor dos linfcitos B (Wang et al. 2012a;
Soini et al. 2020). A estrutura resultante deste complexo proteico foi depositada na
base de dados do site RCSB com o cddigo PDB: 6YLU e a informacdo sobre os
aminoéacidos envolvidos na ligacdo com o peptideo derivado da proteina BLNK foi
obtida na base de dados do site PDBsum.

A andlise de sobreposicdo entre a proteina 14-3-3 humana e a proteina
AOAOKOFYUS5 mostra que os oito aminoacidos (Lys-49, Arg-56, Lys-122, Arg-129,
Tyr-130, Asn-175, Glu-186 e Asn-226) envolvidos na ligacdo da proteina BLNK, se
encontram distribuidos numa cavidade formada pelas cadeias a-hélice 3, 6, 8 e 11, e
estes mesmos amino&cidos estiveram presentes na proteina AOAOKOFYUS5, com a
Unica diferenca que os dois primeiros aminoacidos envolvidos na ligacdo do peptideo
avancaram duas posicdes na sequencia (Lys-51, Arg-58). A anélise da estrutura tipo
molecular surface da proteina mostra que o peptideo de nove aminoacidos derivado
da proteina BLNK (Arg-148, Leu-149, Thr-150-Ser-151, pThr-152, Leu-153, Pro-
154, Ala-155, Leu-156), se encaixa perfeitamente na cavidade da proteina
AOAOKOFYUS (Figura 39).

No caso da proteina AOAOKOFYUS3, estes mesmos oito aminoacidos
envolvidos na ligacdo do peptideo também estiveram presentes e posicionados na
mesma regido das diferentes cadeias a-hélice anteriormente mencionadas. Da mesma
forma que na proteina AOAOKOFY U5, os dois primeiros aminoacidos envolvidos na
ligagdo ao peptideo avancaram duas posi¢des (Lys-51, Arg-58) e os dltimos trés
aminoacidos envolvidos avancaram 50 posi¢Bes (Asn-225, Glu-232, Asn-276).
Ademais, a analise da estrutura tipo molecular surface da proteina mostra que o
peptideo derivado da proteina BLNK, também se encaixa perfeitamente na cavidade
da proteina AOAOKOFY U3 (Figura 40).
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Figura 39. Reconhecimento do peptideo de nove aminoacidos (verde) contendo uma fosfotreonina
(laranja), derivado da proteina BLNK, pela proteina 14-3-3 humana (celeste) e pela proteina
AOAOKOFYUS de iL3 de S. venezuelensis (cinza). O reconhecimento do peptideo é mostrado tanto no
modelo estrutural tipo molecular surface (A e B), quanto no modelo estrutural tipo ribbons (C e D).

Os aminoécidos envolvidos na ligacdo do peptideo foram ressaltados em vermelho.

Figura 40. Reconhecimento do peptideo de nove aminoécidos (verde) contendo uma fosfotreonina
(laranja), derivado da proteina BLNK, pela proteina 14-3-3 humana (celeste) e pela proteina
AOAOKOFYU3 de iL3 de S. venezuelensis (cinza). O reconhecimento do peptideo é mostrado tanto no
modelo estrutural tipo molecular surface (A e B), quanto no modelo estrutural tipo ribbons (C e D).

Os aminoécidos envolvidos na ligagdo do peptideo foram ressaltados em vermelho.
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O segundo estudo envolve o reconhecimento e unido da proteina IxBa
(inhibitor of nuclear factor kappa B o) pela proteina 14-3-3 humana, para regular a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain enhancer of
activated B cells) durante o desenvolvimento e ativacdo dos linfécitos B (Wolter et
al. 2020). A estrutura resultante deste complexo proteico foi depositada na base de
dados do site RCSB com o cddigo PDB: 6Y1J e a informacéo sobre os aminoacidos
envolvidos na ligagdo com o peptideo derivado da proteina BLNK foi obtido na base
de dados do site PDBsum.

Uma andlise de sobreposicdo entre a proteina 14-3-3 humana e a proteina
AOAOKOFYUS mostra que os seis aminoacidos (Arg-56, Lys-122, Arg-129, Tyr-130,
Asn-175 e Asn-226) envolvidos na ligacdo da proteina IxBo, se encontram
distribuidos na cavidade formada pelas cadeias a-hélice 3, 6, 8 e 11. Estes mesmos
aminoacidos também estiveram presentes na proteina AOAOKOFYUS5, com a Unica
diferenga que o primeiro aminoécido envolvido na ligagdo do peptideo avancou duas
posicBes (Arg-58). A analise da estrutura tipo molecular surface da proteina mostra
que o peptideo de sete aminoacidos (Gly-62, pSer-63, Glu-64, Pro-65, Trp-66, Lys-
67 e GIn-68), derivado da proteina IxBa, se encaixa perfeitamente na cavidade da
proteina AOAOKOFYUS (Figura 41).

No caso da proteina AOAOKOFYU3, estes mesmos aminoacidos estiveram
presentes e posicionados na mesma regido das diferentes cadeias a-hélice
anteriormente mencionadas. Da mesma forma que na proteina AOAOKOFYUS5, o
primeiro aminoacido envolvido na ligacdo do peptideo avancou duas posi¢Ges na
sequencia (Arg-58) e os ultimos dois aminoacidos envolvidos na ligacdo ao peptideo
avancaram 50 posicGes (Asn-225, Asn-276). A andlise da estrutura tipo molecular
surface mostra que o peptideo de sete aminoacidos, derivado da proteina IxBa,
também se encaixa perfeitamente na cavidade da proteina AOAOKOFYU3 (Figura
42).
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Figura 41. Reconhecimento do peptideo de sete aminoécidos (verde) contendo uma fosfoserina
(laranja), derivado da proteina IxBa, pela proteina 14-3-3 humana (lilés) e pela proteina
AOAOKOFYUS de iL3 de S. venezuelensis (cinza). O reconhecimento do peptideo é mostrado tanto no
modelo estrutural tipo molecular surface (A e B), quanto no modelo estrutural tipo ribbons (C e D).

Os aminoéacidos envolvidos na ligacdo do peptideo foram ressaltados em vermelho.

Figura 42. Reconhecimento do peptideo de sete aminoacidos (verde) contendo uma fosfoserina
(laranja), derivado da proteina IkBo, pela proteina 14-3-3 humana (lilas) e pela proteina
AOAOKOFYU3 de iL3 de S. venezuelensis (cinza). O reconhecimento do peptideo é mostrado tanto no
modelo estrutural tipo molecular surface (A e B), quanto no modelo estrutural tipo ribbons (C e D).

Os aminoécidos envolvidos na ligacdo do peptideo foram ressaltados em vermelho.
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O terceiro estudo envolve o reconhecimento e unido da proteina fosforilada
SLP76 (SH2 domain-containing protein of 76 kDa) pela proteina 14-3-3 humana,
para sua posterior degradacdo proteossomal e assim regular em forma negativa e
atenuar a ativacgdo dos linfocitos T (Di Bartolo et al. 2007; Shui et al. 2007; Wang et
al. 2012b; Soini et al. 2021). Neste caso, a proteina 14-3-3 humana reconhece o
residuo serina 376 que foi fosforilado pela proteina HPK1 (Hematopoietic progenitor
kinase 1). A estrutura resultante deste complexo proteico foi depositada na base de
dados do site RCSB com o cddigo PDB: 6ZCJ e a informacéo sobre os aminoacidos
envolvidos na ligacdo com o peptideo derivado da proteina SLP76 foi obtido na base
de dados do site PDBsum.

Uma analise de sobreposicdo entre a proteina 14-3-3 humana e a proteina
AOAOKOFYUS5 mostra que os sete aminoacidos (Arg-56, Arg-129, Tyr-130, Asn-
175, Asn-226 e Trp-230) envolvidos na ligacdo da proteina SLP76 pela proteina 14-
3-3 humana se encontram distribuidos na cavidade formada pelas cadeias a-hélice 3,
6, 8 e 11. Estes mesmos aminoacidos também estiveram presentes na proteina
AOAOKOFYUS, com a unica diferenca que o primeiro aminoacido envolvido na
ligagdo do peptideo avancou duas posi¢cdes na sequencia (Arg-58). A analise da
estrutura tipo molecular surface mostra que o peptideo de dez aminoécidos (Phe-371,
Pro-372, GIn-373, Ser-374, Ala-375-pSer-376, Leu-377, Pro-378, Pro-379 e Tyr-
380), derivado da proteina SLP76, se encaixa perfeitamente na cavidade da proteina
AOAOKOFYUS (Figura 43).

No caso da proteina AOAOKOFY U3, estes mesmos sete aminodcidos também
estiveram presentes e posicionados na mesma regido das diferentes cadeias a-hélice
anteriormente mencionadas. Da mesma forma que na proteina AOAOKOFYUS5, o
primeiro aminoacido envolvido na ligacdo do peptideo avangou duas posicdes na
sequencia (Arg-58) e os Ultimos quatro aminoécidos envolvidos na ligacdo ao
peptideo avancaram 50 posi¢des (Asn-225, Glu-232, Asn-276, Trp-280). A andlise
da estrutura tipo molecular surface mostra que o peptideo de sete aminoacidos,
derivado da proteina SLP76, também se encaixa perfeitamente na cavidade da
proteina AOAOKOFYU3 (Figura 44).
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Figura 43. Reconhecimento do peptideo de dez aminoécidos (lilas) contendo uma fosfoserina
(laranja), derivado da proteina SLP76, pela proteina 14-3-3 humana (verde) e pela proteina
AOAOKOFYUS de iL3 de S. venezuelensis (cinza). O reconhecimento do peptideo é mostrado tanto no
modelo estrutural tipo molecular surface (A e B), quanto no modelo estrutural tipo ribbons (C e D).

Os aminoéacidos envolvidos na ligacdo do peptideo foram ressaltados em vermelho.

Figura 44. Reconhecimento do peptideo de dez aminoéacidos (lilds) contendo uma fosfoserina
(laranja), derivado da proteina SLP76, pela proteina 14-3-3 humana (verde) e pela proteina
AOAOKOFYU3 de iL3 de S. venezuelensis (cinza). O reconhecimento do peptideo é mostrado tanto no
modelo estrutural tipo molecular surface (A e B), quanto no modelo estrutural tipo ribbons (C e D).

Os aminoéacidos envolvidos na ligacdo do peptideo foram ressaltados em vermelho.



87

5. DISCUSSAO
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Nossos resultados mostram que varios componentes dos produtos E/S de iL3
de S. venezuelensis foram reconhecidos por anticorpos 1gG presentes no soro de
pacientes com estrongiloidiase humana, mas também pelo soro de individuos com
outras infeccdes helminticas e individuos saudaveis. De modo geral, as bandas
antigénicas das fraccbes LMW e HMW foram mais especificas do que as bandas da
fracdo IMW, que foram menos especificas devido a reatividade cruzada.

Brindley et al. (1988) foram os primeiros a caracterizar os produtos de E/S de
iL3 de S. stercoralis mediante SDS-PAGE e imunoprecipitacdo, encontrando mais de
30 bandas proteicas e 12 bandas antigénicas (12, 25, 30, 33, 35, 40, 50, 54, 60, 66, 90
e 240 kDa); é interessante ressaltar que a maioria das bandas antigénicas relatadas
por eles concordaram com o PM das bandas antigénicas de produtos E/S de iL3 S.
venezuelensis encontradas neste estudo, em particular aquelas das fraccbes LMW e
IMW.

Por outro lado, Cunha et al. (2017) identificaram 12 bandas proteicas (6, 12,
15, 18, 25, 33, 39, 44, 55, 62, 90 e 240 kDa) nos produtos de E/S de iL3 S.
venezuelensis coletados em PBS, enquanto que apenas 11 bandas proteicas (6, 12,
15, 18, 25, 33, 39, 44, 48, 55 e 62 kDa) foram identificados nos produtos de E/S
coletados em meio RPMI apds incubacdo das iL3 por 72 horas. No presente estudo,
foram encontradas 20 e 21 bandas proteicas nos produtos de E/S de iL3 de S.
venezuelensis apds incubacdo durante 24 horas em PBS ou meio RPMI 1640,
respectivamente. Diferencas na metodologia de obtencdo dos produtos de E/S podem
ter influenciado na quantidade e qualidade dos produtos de E/S, ja que esses autores
obtiveram produtos de E/S com baixa concentracdo proteica e menor numero de
bandas proteicas visualizadas ap6s coloracdo com nitrato de prata.

Por outro lado, a zimografia permitiu evidenciar que os produtos de E/S de
iL3 de S. venezuelensis conttm ao menos 5 bandas proteicas com atividade
serinoprotease (29,7, 32,3, 36,6, 47 e 57,6 kDa) e 3 bandas com atividade
metaloprotease (29,7, 41 e 53,5 kDa). Nesse sentido, Brindley et al. (1995)
verificaram que as iL3 de S. stercoralis liberam uma metaloprotease de 42 kDa nos
produtos de E/S. Da mesma forma, Maruyama et al. (2006) reportaram a presenca de
uma metaloprotease de 42 kDa na iL3 de S. venezuelensis. A presenca de uma
metaloprotease de 41 kDa encontrada nos produtos de E/S de iL3 de S.

venezuelensis, coincide com os achados dos autores anteriormente mencionados. Por
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outro lado, Soblik et al. (2011) reportaram que as iL3 de S. ratti liberam
serinoproteases, aspatilproteases e metaloproteases ap0s anélise dos produtos de E/S
de através de espectrometria de massas. No presente estudo, foram encontradas
varias bandas proteicas com atividade serinoprotease que ainda nao foram descritos
em iL3 de S. venezuelensis.

De um modo geral, os produtos E/S-RPMI e E/S-PBS contém proteinas
imunogénicas que sdo capazes de reagir com os anticorpos 1gG presentes no soro de
pacientes com estrongiloidiase, com 100% de sensibilidade e 97,8% de
especificidade (tendo em conta apenas quatro casos de reatividade cruzada em
individuos com outras helmintiases) mediante o teste de ELISA. Estes valores foram
superiores aos valores obtidos por Cunha et al. (2017) (95% de sensibilidade e 96,7%
de especificidade) e aos valores obtidos por Rokni e Kia (2005) (88,2% de
sensibilidade e 86,2% de especificidade). Diferengas no desempenho e acuracia
diagnostica podem ser decorrentes do numero e tipo de amostras de soro utilizadas
para avaliar esses antigenos, bem como das variaces no procedimento para a
obtencdo dos produtos E/S, tais como o nimero de parasitos utilizados, tempo de
incubacédo e o volume do meio utilizado para manutencéo in vitro das larvas, o que
pode afetar na qualidade do produto antigénico final.

Vaérios estudos sobre padronizacdo e avaliacdo de imunoensaios para 0
sorodiagnostico de doencas infecciosas, incluindo estrongiloidiase, geralmente
utilizam apenas soros de individuos saudaveis para calcular a especificidade
diagnédstica e ndo incluem soros de pacientes com outras infeccdes parasitarias
(Feliciano et al. 2010; Gongalves et al. 2012). Os resultados do presente estudo
sugerem a importancia da inclusdo de individuos infectados com outras parasitoses
para determinar um cut-off mais adequado para o imunoensaio, sobretudo quando o
estudo é realizado em areas endémicas de parasitoses, como sdo os diferentes paises
de América latina, incluindo o Brasil.

Um total de 16 bandas antigénicas foram identificadas nos produtos E/S-
RPMI e 15 bandas antigénicas nos produtos E/S-PBS pelo WB, e estas foram
agrupadas em trés principais fragdes de acordo com seu PM: LMW, IMW e HMW.
Entre os diferentes componentes da fraccdo LMW, a banda antigénica de 36 kDa
resultou ter uma sensibilidade de 93% e especificidade de 100% e sem evidéncia de

reatividade cruzada no grupo de pacientes com outras helmintiases. Esta banda
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antigénica coincide com uma isoforma de arginina quinase de 37 kDa (Uniprot ID:
AOAOKOEZR7) que ndo possui sites de glicosilacdo e tem um alto potencial
antigénico (AAR = 38,9). De fato, trés isoformas de arginina quinase foram
identificadas nos produtos E/S-PBS de S. venezuelensis, com uma predominancia da
arginina quinase de 37 kDa.

A arginina quinase ¢ uma enzima que catalisa a fosforilagdo de residuos de
arginina e esta envolvida na homeostase energética em uma ampla gama de espécies
de invertebrados. Dentre os helmintos, apenas 0s nematddeos possuem arginina
quinase enquanto que cestoides e trematddeos ndo possuem esta enzima, embora
outros tipos de fosfotransferases possam estar presentes nestes organismos (Barrett
2009).

O estudo detalhado da arginina quinase de 37 kDa de S. venezuelensis mostra
que a enzima possui varios epitopos especificos do género Strongyloides que
curiosamente se encontram situados na superficie da proteina. Esta caracteristica
torna a arginina quinase de 37 kDa como um potencial candidato para o
desenvolvimento e producdo de uma proteina recombinante (ou peptideos sintéticos)
para o sorodiagnostico da estrongiloidiase humana.

Alguns autores tém avaliado o potencial diagnéstico da forma recombinante
da arginina quinase de Toxocara canis como possivel marcador diagndstico da
toxocariase humana apresentando 100% de sensibilidade, porém com reatividade
cruzada em individuos infectados com Toxoplasma gondii, Echinococcus granulosus
e Entamoeba histolytica (Varghese et al. 2017). Atualmente, ndo ha estudos sobre o
potencial diagnostico da arginina quinase para o sorodiagnoéstico de estrongiloidiase.

A banda antigénica de 47 kDa identificada pelo WB apresentou um 97% de
sensibilidade, mas ocorreu reatividade cruzada em soros de pacientes infectados com
A. lumbricoides e H. nana. De fato, cerca de 30% dos soros de pacientes infectados
com H. nana reagiram com a maioria dos componentes antigénicos da fragdo LMW.
Esta banda antigénica coincide com uma 2-fosfo-D-glicerato hidro-liase, também
conhecida como enolase de 47,2 kDa (Uniprot ID: AOAOKOFKU3) que ndo possui
sitios de glicosilagéo e também resultou ser potencialmente antigénica (AAR = 31,1).
A enolase € uma enzima que pertence a via da glicolise e estd envolvida na sintese do
piruvato. Apesar de ser conhecida hd muito tempo como uma proteina citosélica, a

enolase tem sido encontrada na superficie de uma variedade de organismos
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patdgenos, incluindo helmintos parasitos e possui um alto potencial diagndstico (Gao
et al. 2016; Ponce et al. 2018).

A banda antigénica de 60 kDa da fragdo IMW foi a mais inespecifica de todas
as bandas antigénicas dos produtos E/S de S. venezuelensis, reagindo com 72% dos
soros de individuos saudaveis e com 43% dos soros de pacientes com outras
helmintiases. Esta banda antigénica coincide com uma glicose-6-fosfato isomerase
de 62,2 kDa (Uniprot ID: AOAOK0G292) que nao é glicosilada e foi identificada em
ambos os tipos de produtos E/S. Esta enzima metabdlica ja foi encontrada tanto na
superficie quanto nos produtos E/S de diferentes helmintos e parece estar envolvida
na modulacdo da relacdo parasito-hospedeiro (Stadelmann et al. 2010; Diosdado et
al. 2020).

Outro componente inespecifico e com reatividade cruzada foi a banda
antigénica de 55 kDa, que coincide a uma isoforma da actina de 55,7 kDa (Uniprot
ID: AOAOKOF6C3; AAR = 37,1) A actina é uma proteina estrutural envolvida em
muitas funcdes celulares importantes relacionadas a motilidade, divisao, sinalizacéo,
mas também parece atuar como uma proteina de ligagdo ao plasminogénio
(Gonzélez-Miguel et al. 2016). No entanto, esta isoforma de actina curiosamente néo
possui sitios de glicosilacdo e foi classificada pela ferramenta Exopred como uma
proteina relacionada a vesiculas extracelulares ou exossomos. Varios autores tem
descrito a presenca de actina como componente estrutural de vesiculas extracelulares
ou exossomos de helmintos parasitos e de células do hospedeiro (Cwiklinski et al.
2015; Jeppesen et al. 2019).

Em relagdo aos componentes proteicos da fragdo HMW, a banda antigénica
de 224 kDa foi altamente sensivel (83,9%) e ndo reagiu com soros de individuos
saudaveis. No entanto, houve reatividade cruzada com soros de pacientes infectados
com trematodeos. Infelizmente, 0 PM calculado para esta banda antigénica nao
coincide com nenhuma das proteinas identificadas por espectrometria de massas. No
entanto, esta banda poderia ser uma serina/treonina quinase nao especifica com um
nucleo proteico de 208 kDa (Uniprot ID: AOAOKOEXNS) e possui varios sitios de
glicosilagdo; ou também poderia ser uma proteina ndo caracterizada de 220 kDa
(Uniprot ID: AOAOKOF3W6) que também possui sitios de glicosilagédo, e ambas as

proteinas sdo potencialmente antigénicas (AAR = 39,2 e 47,4, respectivamente).
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Da mesma forma, a banda antigénica de 105-115 kDa também foi sensivel e
sem reatividade com o0s soros de individuos saudaveis, mas apresentou reagdo
cruzada principalmente com soros de pacientes com neurocisticercose. Entre as
proteinas identificadas que podem corresponder a banda antigénica de 105-115 kDa
estdo duas proteinas do tipo peroxidasina de 107 kDa (Uniprot ID: AOAOKOFL11;
AAR = 48,4) e 115 kDa (Uniprot ID: AOAOKOF465; AAR = 37,54) identificadas
apenas nos produtos E/S-RPMI ou a calsyntenin-1 de 111 kDa (Uniprot ID:
AOAOKOFOE3; AAR = 40,1), identificada em ambos os tipos de produtos E/S.

Em relagdo a banda antigénica de 179 kDa presente apenas nos produtos E/S-
RPMI, uma proteina ndo caracterizada de 169 kDa (Uniprot ID: AOAOKOFZNI1;
AAR = 36,64) que é altamente O-glicosilada, poderia corresponder a essa banda
antigénica. E importante mencionar que o PM previsto de varias proteinas
identificadas mediante a espectrometria de massas corresponde apenas ao nucleo
proteico e ndo inclui o PM adicional correspondente as modificacdes pos
traducionais, uma vez que 68,2% e 70,4% das proteinas identificadas nos produtos
E/S-RPMI e E/S-PBS, respectivamente, possuem varios sitios de glicosilacéo.

Os produtos de E/S, obtidos apds incubacdo de iL3 de S. venezuelensis em
meio RPMI ou em PBS, apresentaram perfis antigénicos aparentemente semelhantes
segundo os resultados de WB. No entanto, a andlise de espectrometria de massas
revelou que existem diferencas consideraveis entre os perfis de proteinas dos
produtos E/S-RPMI e E/S-PBS, uma vez que apenas um ter¢o de todas as proteinas
identificadas esteve presente em ambos os tipos de produtos de E/S. Uma possivel
explicagdo para esse fendmeno é que o meio RPMI 1640 (rico em aminodcidos,
glicose, vitaminas e minerais) pode simular melhor as condi¢bes do ambiente do
hospedeiro em comparacao ao PBS, que é uma solucdo tampdao que apenas simula o
pH fisiolégico do hospedeiro.

Usando condig¢Ges de incubacdo semelhantes a 37°C, Maeda et al. (2019)
observaram uma alta taxa de mortalidade e baixo rendimento na producdo de
produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis apds 12 horas de incubacdo em PBS,
enquanto que o meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) foi capaz de
estimular muito mais a producdo de produtos de E/S. Brindley et al. (1988)
observaram que as iL3 de S. stercoralis foram capazes de incorporar aminoacidos ou

glicose do meio DMEM a 33°C, demonstrando assim que o parasito pode ser
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metabolicamente ativo in vitro. Da mesma forma, Tsuji et al. (1997) também
observaram que as iL3 de S. venezuelensis foram capazes de incorporar [*°S]-
metionina do meio de cultura e sintetizar proteinas como resultado da mudanca de
temperatura durante a transformacdo in vitro para o estagio parasitario. Essas
diferencas ambientais podem alterar o perfil proteico que as iL3 de S. venezuelensis
secretam in vitro.

Em relacdo a identificacdo de proteinas feita atraves da espectrometria de
massas, uma limitacdo no presente estudo € que analise foi feita a partir de amostras
separadas em gel poliacrilamida e coradas com nitrato de prata. Diversos autores tém
descrito que a coloracdo com prata pode dificultar a digestdo das proteinas pela
tripsina, quanto a recuperacdo dos peptideos resultantes, fato que pode ser observado
no namero final de proteinas identificadas, quando comparado com o estudo feito por
Maeda et al. (2019), que conseguiram identificar um total de 350 proteinas no
secretoma de iL3 de S. venezuelensis, com presenca de proteinas de dominio CAP,
metaloproteases, proteinas associadas ao proteassoma, enzimas metabdlicas
associadas a via glicolitica, proteinas estruturais, entre outras. Por outro lado, Soblik
et al. (2011) identificaram um total de 196 proteinas no secretoma de iL3 de S. ratti
com presenga de proteinas de dominio CAP, enzimas metabolicas, metaloproteases e
outras peptidases, proteinas associadas ao proteassoma, proteinas estruturais, entre
outras.

No presente estudo, foram identificados um total de 71 e 62 proteinas nos
produtos E/S-RPMI e E/S-PBS, respectivamente, com predominancia de proteinas de
dominio CAP, proteinas de sinalizacdo 14-3-3, enzimas metabolicas da via glicolitica
(malato desidrogenase, fructosa-bifosfato aldolase, enolase), arginina kinases,
proteinas estruturais (isoformas de actina), entre outros.

A manipulagdo da resposta imune do hospedeiro pelos helmintos parasitos é
devida principalmente a liberacdo de produtos E/S que possuem propriedades
imunomoduladoras, tais como supressdo da resposta inflamatoria, modulacdo de
células apresentadoras de antigenos e indugdo de células T reguladoras (Maizels et
al. 2018). No entanto, ha evidéncias crescentes de que os helmintos liberam uma
grande variedade de proteinas e microRNAs com funcdes especificas dentro de

vesiculas extracelulares ou exossomos, provavelmente como uma estratégia para
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moldar seu ambiente imediato e modular a imunidade do hospedeiro (Drurey et al.
2021).

Nossos resultados sugerem que mais de 50% das proteinas identificadas em
ambos os tipos de produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis sdo secretadas atraves
de vesiculas extracelulares e apenas uma pequena porcentagem delas realmente é
liberada pela via secretora classica. Nesse sentido, Marcilla et al. (2012) reportaram
que mais de 50% das proteinas que compdem os produtos de E/S de Echinostoma
caproni e Fasciola hepatica, sdo realmente secretadas dentro de vesiculas
extracelulares.

As proteinas identificadas nas trés fracGes antigénicas de ambos o0s tipos de
produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis incluem enzimas metabolicas, peptidases,
proteinas relacionadas a processos biossintéticos e de sinalizacdo, proteinas do
citoesqueleto, proteinas nucleares, proteinas de ligacdo a ions metalicos, e muitas
delas foram tambem identificadas em vesiculas extracelulares de outros helmintos,
tais como Ascaris suum (Hansen et al., 2019), Trichuris muris (Tritten et al., 2017),
Fasciola hepatica (Marcilla et al., 2012) e Taenia pisciformis (Wang et al. 2017),
entre outros. A liberacdo de proteinas atraves de vesiculas extracelulares para o
ambiente do hospedeiro poderia explicar a presenga inusual destes tipos de proteinas,
como parte importante dos produtos de E/S de S. venezuelensis.

Vaérios estudos tem mostrado que as enzimas metabolicas de muitas espécies
de parasitos podem estar presentes extracelularmente, sendo aderidas a superficie ou
secretadas dentro de vesiculas extracelulares. Nesse nivel extracelular, essas enzimas
metabdlicas também podem desempenhar outras fungdes adicionais, atuando
principalmente no metabolismo de nutrientes ou atuando como ligantes para uma
variedade de proteinas do hospedeiro. Essas ligacGes estratégicas permitem que 0s
parasitos possam participar de varias interacBes importantes, tais como aquisicdo de
moléculas para nutri¢cdo, adesdo e invasao, modulacdo da angiogénese e modulacéo
da resposta imunoldgica do hospedeiro (Gomez-Arreaza et al. 2014).

No presente estudo, varias enzimas metabdlicas, incluindo fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, glicose-6-fosfato isomerase, fosfoglicerato mutase, enolase, malato
desidrogenase, frutose-bifosfato aldolase, adenilato quinase e lactato desidrogenase
foram encontradas em ambos os tipos de produtos E/S de S. venezuelensis, os quais

foram previamente descritos como proteinas de ligacdo ao plasminogénio em outros
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helmintos (Gomez-Arreaza et al. 2014; Gonzélez-Miguel et al. 2016; Aydn-Nufiez et
al. 2018; Diosdado et al. 2020).

Um estudo mais detalhado da enolase de 47 kDa identificada em ambos os
tipos de produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis demonstrou que a enzima é uma
das proteinas com maior cobertura de identificacdo, € imunogénica e possui o sitio de
unido especifica ao plasminogénio, similar as enolases de bactérias e parasitos
patogénicos descritos por outros autores (Ayon-Nufiez et al. 2018).

Outras proteinas tais como a actina, galectina e a proteina ribossomal acida
60S encontradas nos produtos de E/S de S. venezuelensis também foram descritas
como proteinas de ligacdo ao plasminogénio (Aydn-Nufiez et al. 2018; Diosdado et
al. 2020). Todos estes achados sugerem que a iL3 de S. venezuelensis pode recrutar
moléculas de plasminogénio mediante a unido ao sitio especifico da enolase ou da
unido inespecifica aos residuos de lisina presentes na superficie das outras proteinas.
O plasminogénio pode ser convertido em plasmina (serinoprotease) pelo ativador de
plasminogénio tecidual e utiliza-la para degradar a matriz extracelular dos tecidos,
facilitando assim sua mimetizacdo e livre migracdo através dos diferentes orgaos e
tecidos do hospedeiro.

Um grupo interessante de proteinas identificadas em ambos os produtos de
E/S de iL3 de S. venezuelensis séo as proteinas de dominio CAP. Um total de seis
proteinas CAP de diferentes PM foram identificadas no presente estudo, das quais
apenas trés proteinas (AOAOKOG1TO, AOAOKOFXAS8, AOAOKOFJAL) estiveram
presentes apenas nos produtos E/S-RPMI, formam parte da fragdo imunogénica
LMW e foram classificadas como potencialmente imunogénicas, das quais a proteina
AOAOKOFXAS8 de 33 kDa se destaca pela sua maior similaridade com o antigeno
NIE de S. stercoralis, sobre tudo na regido do dominio CAP.

O estudo detalhado da proteina CAP AOAOKOFXA8 mostra que a proteina
possui diversos elementos chave para ser uma proteina que pode participar na
modulacdo da resposta imune do hospedeiro, j& que o dominio CAP possui uma
cavidade para capturar e sequestrar leucotrienos, moléculas importantes que
participam nos processos de inflamacdo aguda, aumentando a permeabilidade
vascular na zona afetada do tecido. Ademais, a proteina AOAOKOFXAS8 também

possui 0 sitio “KGD” presente na desintegrina barbourin, que reconhece
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especificamente a integrina allbB3 das plaquetas, inibindo a agregagdo plaquetaria
(Scarborough et al. 1991).

Outro grupo de proteinas que merecem especial atencédo sdo as proteinas 14-
3-3 de 27,9 kDa (AOAOKOFYUS5) e 33,7 kDa (AOAOKOFYU3), ambas identificadas
nos produtos E/S-RPMI e E/S-PBS de iL3 de S. venezuelensis. Varios estudos
identificaram a presenca das proteinas 14-3-3 nos produtos de E/S de varios
helmintos parasitos, sendo liberados especificamente dentro de vesiculas
extracelulares e, curiosamente, outros estudos demostraram que essas vesiculas
extracelulares foram capazes de internalizar-se no citoplasma das células do
hospedeiro, estrategicamente para modular diversas vias de sinalizagio
intracelulares, podendo assim modular a inflamacdo e a resposta imune do
hospedeiro (Marcilla et al. 2012; Wang et al. 2020).

Por outro lado, alguns autores tem mostrado que as proteinas 14-3-3 foram
também capazes de aderir-se a superficie de células mononucleares do hospedeiro,
com efeitos moduladores na producdo de citocinas, proliferacdo celular e migracéo
(Gadahi et al. 2016; Tian et al. 2018).

Um estudo detalhado das duas proteinas 14-3-3 de S. venezuelensis
demonstrou que ambas possuem um alto grau de similaridade estrutural quando
comparadas com seus homologos presentes no ser humano e no camundongo.
Ademais, ambas as proteinas demonstraram possuir o potencial para reconhecer
residuos fosforilados de serina/treonina de proteinas chave das diferentes vias de
sinalizacdo intracelular que incluem a modulacgdo da ativacdo de células linfécitos T
e B, células chave implicadas no inicio e organizacdo da resposta imune adaptativa
contra o parasito. Diferentes autores tém descrito e demonstrado que os helmintos
parasitos sdo expertos em modular a inflamacédo e a resposta imune adaptativa para
uma resposta de células T reguladoras, que favorecem a sobrevivéncia do parasito
dentro do hospedeiro (Maizels et al. 2018). No caso da iL3 de S. venezuelensis, o
parasito poderia utilizar especificamente as proteinas 14-3-3 para modular as
diferentes vias de ativacdo da inflamacéo e da ativacdo dos linfocitos T e B durante
sua migracéo pelos diferentes tecidos do hospedeiro até alcancar seu destino final, o
duodeno.

Em relagdo ao potencial imunodiagnéstico, uma forma recombinante da

proteina 14-3-3 de S. stercoralis foi produzida e avaliada como potencial candidato
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para detecc@o de anticorpos IgG mediante o teste de ELISA, apresentando 96% de
sensibilidade e 93,8% de especificidade (Masoori et al. 2019).

Finalmente, todos 0s nossos resultados mostram que a iL3 de S. venezuelensis
possui um conjunto interessante de proteinas com propriedades imunomoduladoras e
que podem ser liberadas para o ambiente externo pela via secretora classica e
estrategicamente dentro de vesiculas extracelulares. Mediante o uso da
espectrometria de massas e a andlise bioinformatica, foi possivel determinar as
caracteristicas bioquimicas dos componentes antigénicos dos produtos de E/S de iL3
de S. venezuelensis identificados inicialmente por WB, mostrando que as iL3 de S.
venezuelensis podem liberar in vitro diferentes perfis de proteinas dependendo das
condicdes aonde elas foram expostas. Estudos futuros serdo necessarios para
caracterizar e determinar as fungdes especificas das diferentes proteinas identificadas

nos produtos de E/S de S. venezuelensis e seu papel na interacdo parasito-hospedeiro.
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6. CONCLUSOES
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Os produtos de excregdo/secrecdo (E/S) de larvas infectantes (iL3) de S.
venezuelensis obtidos apos incubacdo em médio RPMI 1640 (E/S-RPMI) ou em
tampdo fosfato salino (E/S-PBS) possuem 20 e 21 bandas proteicas,
respectivamente, com pesos moleculares entre 10 a 348 kDa, quando separados
madiante eletroforese em gel de poliacrilamida;

A zimografia demonstrou que os produtos de E/S de iL3 de S. venezuelensis
contém serinoproteases e metaloproteases.

O Western-blotting demonstrou que os produtos de E/S-RPMI e E/S-PBS
possuem 17 e 16 bandas antigénicas, respectivamente, que foram reconhecidas
por anticorpos 1gG do soro dos pacientes com estrongiloidiase.

Uma banda de 36 kDa possui um 93% de sensibilidade, 100% de
especificidade e sem ocorréncia de reatividade cruzada.

A espectrometria de massas identificou um total de 71 e 62 proteinas nos
produtos E/S-RPMI e E/S-PBS, respectivamente, das quais apenas 14 proteinas
antigénicas foram compartilhadas entre ambos os tipos de produtos de E/S.

A anélise bioinformética sugere que mais de 50% das proteinas identificadas
nos produtos de E/S sdo secretadas ao meio extracelular dentro de vesiculas
extracelulares ou exossomos e menos de 20% sdo realmente secretadas pela via
cléssica.

Uma arginina quinase ndo glicosilada de 37 kDa esta presente em ambos 0s
tipos de produtos de E/S e coincide com a banda de 36 kDa anteriormente
mencionada.

Uma proteina de dominio CAP de 30,5 kDa possui 50% de identidade com a
proteina recombinante NIE de S. stercoralis, tem o potencial para capturar &cidos
graxos e leucotrienos, e possui a sequéncia “KGD” com capacidade para se unir
especificamente a integrina das plaquetas, inibindo assim a agregacdo
plaquetéria.

Uma enolase ndo glicosilada de 47 kDa foi identificada em ambos os
produtos de E/S e coincide com uma banda antigénica de 47 kDa reconhecida por
mais do 96% dos pacientes com estrongiloidiase.

A enolase de 47 kDa possui 0 potencial para se unir ao plasminogénio,
podendo ser utilizada ativamente pela iL3 de S. venezuelensis durante sua

migracao pelos tecidos do hospedeiro.
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Duas proteinas 14-3-3, de 27,9 kDa e 33,7 kDa, foram identificadas em
ambos os tipos de produtos de E/S, sdo potencialmente antigénicas e sdo
secretadas dentro de vesiculas extracelulares.

As duas proteinas 14-3-3 possuem a capacidade de unido a diferentes
proteinas fosforiladas, relacionadas com a ativacdo de linfécitos T e B, sugerindo
um possivel papel fundamental na modulacdo da inflamacéo e da resposta imune
do hospedeiro.

Futuros estudos serdo necessarios para caracterizar e determinar as funcoes
especificas dos produtos E/S de iL3 de S. venezuelensis e seu papel na interacédo

hospedeiro-parasito.
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Tabela Suplementar 1
Proteinas identificadas nos produtos E/S-PRMI de larvas infectantes de S. venezuelensis mediante espectrometria de massas

AAR
value

Theo Mature TMHMM N-

Cov - . O-
MW pl MW Description SignalP Outcyte ExoPred 20 Glyco  Glyco

(%)

Uniprot

accession Fraction

-10IgP #Pepts  #Uniq

AOAOKOEWJ5  31.39 0 3 3 465.559  5.84  465.555 Karst 0 Intracellular 1 0 0 175 1 40.98

ATP-dependent DNA
helicase

AOAOKOFEZ1

21.36 4 1 1 270.534 745  270.534 0 Intracellular 1 0 0 18 1 52.48

AOAOKOG4P8 21.3 1 1 1 233.782 55 233.782 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 62 1 40.57

AOAOKOFVT1 213 1 1 1 228201 582  228.201 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 60 1 3297

AOAOKOEVL4 21.3 1 1 1 227.057 553  227.057 Myosin heavy chain 0 Intracellular 1 0 0 44 1 32.38

AOAOKOF3W6 21.22 1 2 2 220.295 5.03 220.295 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 13 1 47.44
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AOAOKOFZN1 28.14 1 2 1 171149  6.47  169.075 Uncharacterized protein 1 Signal peptide 0 0 2 103 1 36.64

RNase NYN domain-

AOAOKOFYR1 21.22 0 1 1 149.357 943  149.357 L I
containing protein

0 Transmembrane 0 1 0 15 1 60.71

AOAOKOFH30 31.75 1 3 3 138.395  6.18  136.095 Neuroglian 1 Signal peptide 0 1 3 7 1 33.56

AO0AOKOF830 20.39 0 1 1 118.003  6.68  118.003 Adenylate cyclase 0 UPS 0 10 0 6 2 61.12

AOAOKOFOE3 20.24 1 1 1 113603  4.99 111147 Calsyntenin-1 1 Signal peptide 0 1 5 0 2 40.12

AOAOKOFL11 213 1 1 1 110501  7.04  107.659 Peroxidasin-like protein 1 Signal peptide 0 0 2 9 2 484

Tudor domain-containing

AOAOKOFG75 20.93 1 1 1 102.918 6.82 102918 R
protein

0 Intracellular 1 0 0 15 2 35.28

AOAOKOFIR3 22.05 1 1 1 89.934 4.87 89.934 Calpain-2 catalytic subunit 0 Intracellular 1 0 0 9 2 33.24
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Tr-type G domain-containing

protein 0 Transmembrane 0 1 0 0 2 41.18

AOAOKOF4D9 31.78 1 1 1 78.412 5.94 78.412

AOAOKOFYM2  20.93 1 1 1 65.394 7.56 65.394 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 6 3 63.22

X-ray repair cross-

AOAOKOF6Y2 21.22 1 1 1 58.413 7.16 58413 complementing protein 6

0 Intracellular 0 0 0 1 3 123.75

Actin, alpha cardiac muscle

AOAOKOF6C3 101.1 15 8 8 55.676 6 55.676 1

0 Intracellular 0 0 0 0 3 36.14

Fumarylacetoacetase,

AOAOKOFMY5 40.6 2 1 1 49.083 6.36  49.082 EC3.7.1.2

0 UPS 1 0 1 1 4 40.18

Isocitrate dehydrogenase

AOAOKOEX00 20.02 3 1 1 46.015 6.04  46.015 [NADP]

Actin, alpha cardiac muscle

AOAOKOFV38 1011 20 8 8 41.81 53 41.810 1

0 Intracellular 0 0 0 2 4 37.7

AOAOKOFYF9 10431 26 7 7 40.957 8.91  40.957 Malate dehydrogenase 0 UPS 1 0 0 0 4 375
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AOAOKOFPH6 72 kDa inositol
20.47 1 1 1 40.636 9.14 40.636 polyphosphate 5-phosphatase

Adenylate kinase isoenzyme

AOAOKOFTY1 26.24 5 1 1 38.707 7.51 38.707 0 Transmembrane 0 1 0 16 5 34.7

H

AOAOKOFHI1 27.55 4 1 1 36.262 6.8 36.262 L-lactate dehydrogenase 0 UPS 1 0 0 0 5 67

60S acidic ribosomal

protein PO 0 Intracellular 1 0 0 3 5 525

AOAOKOFW12 2553 9 2 2 34.273 6.99 34.273

CCHC-type domain-

AOAOKOFDIO 21.33 1 1 1 32.832 9.11 32.832 containing protein

CAP domain-containing

AOAOKOFXAS8 68.68 14 4 4 33.034 9.79 30.495 protein

1 Signal peptide 0 0 0 16 5 36.75

ADAOKOFYUS g7, 28 7 1 27933 48  27.933 14-3-3 protein zeta 0 Intracellular 1 0 0 0 6 246
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AOAOKOEZ63 20.39 1 1 1 27.988 4.85 25.655 Uncharacterized protein 1 Signal peptide 0 0 2 0 6 50.6

CAP domain-containing

AOAOKOFJA1 14459 53 15 8 23.428 9.41 21.402 protein

1 Signal peptide 0 0 0 4 7 26.75

CAP domain-containing

AOAOKOF4S7 125.4 51 14 5 22.556 9.32 19.797 protein

1 Signal peptide 0 0 0 1 7 67

Nucleoside diphosphate

Kinase 0 UPS 1 0 0 1 8 38.25

AO0AOKOG1D7 41.56 8 1 1 16.882 7.87 16.882

AOAOKOFKCO 24.19 3 1 1 16.46 10.16  16.460 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 10 8 28.8

AOAOKOEVZ4 24.19 4 1 1 12.722 9.05 12.722 Uncharacterized protein 0 UPS 1 0 0 2 8 39

Abreviaturas: -10IgP = pontuagao de confianga de peptideo; Cov (%) = Porcentagem de covertura; #Pepts = NUmero total de peptideos; #Unig = NUmero de peptideos Unicos; Theo MW = Peso molecular teérico;
pl = Ponto isoelétrico; Mature MW = Peso molecular da proteina madura; SignalP = Peptideo sinal (presente = 1 ou ausente = 0); UPS = secrecéo de proteinas por via ndo convencional; Exopred = Secrecdo de
proteinas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos (sim = 1 ou ndo = 0); TMHMM 2.0 = Predigao de regides transmembrana (auséncia = 0, uma regido = 1, duas regides = 2, etc); N-Glyco = N-glicosilagéo
(auséncia = 0, uma regido = 1, duas regides = 2, etc); O-glyco = O-glicosila¢do (auséncia = 0, uma regido = 1, duas regides = 2, etc); Fraction = fragdo do gel de poliacrilamida; AAR value = abundancia de regides

antigénicas.
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Tabela Suplementar 2
Proteinas identificadas nos produtos E/S-PBS de larvas infectantes de S. venezuelensis mediante espectrometria de massas

AAR
value

Theo Mature TMHMM N-

Cov - . O-
MW pl MW Description SignalP QOutcyte ExoPred 20 Glyco  Glyco

(%)

Uniprot

accession Fraction

-10IgP #Pepts  #Uniq

AOAOKOFL12 29.49 0 2 0 356.876  6.81 353.478 Uncharacterized protein 1 Signal peptide 0 1 29 47 1 45.23

Non-specific serine/threonine

protein kinase 0 Intracellular 0 0 0 279 1 39.19

AOAOKOEXNS 29.48 1 2 0 208.133 8.83 208.133

AOAOKOEUCS6 20.4 2 1 1 19415 5.01 191.875 Uncharacterized protein 1 Signal peptide 0 1 15 101 1 38.87

Short transient receptor
potential channel 4

AOAOKOFB18 22.08 1 1 1 111.235 862 112.967 Anchor cell fusion failure-1 0 Transmembrane 0 7 0 4 2 75.38

AO0AOKO0G049 25.46 1 2 2 131.877 6.89 131.877 0 Intracellular 0 4 0 42 1 46.16

AOAOKOF9S9 [Heparan sulfate]-glucosamine

N-sulfotransferase 0 Transmembrane 0 1 0 2 2 63.14

20.13 1 1 1 103.181 8.77 103.181
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Doublecortin-like and CAM

kinase-like protein 0 Intracellular 1 0 0 57 2 60.64

AOAOKOG3F0 29.19 1 1 1 96.05 6.31  96.050

AOAOK0G523 24.94 1 2 2 79.674 8.04  77.240 Neuroglian 1 Signal peptide 0 1 11 5 2 49.07

AOAOKOF7R7 24.54 2 2 2 73.643 559  73.643 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 6 2 45.64

AOAOKOFB44 25.98 1 2 1 67.288 8.68  67.288 Septin-2 0 Intracellular 1 0 0 33 3 36.69

AOAOKOEX33 253 0 2 2 62.853 88  62.853 Pct-1 0 Intracellular 1 0 0 56 3 55.7

AOAOKOEZM4 29.68 3 1 1 58.664 8.19  58.664 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 6 3 41.15

AOAOKOF9F9 36.71 3 2 1 57563 589 57.563 Phosphoglycerate mutase 0 Intracellular 1 0 0 2 3 37

AOAOKOFUR4 23.71 4 1 1 55,573 835 55573 Alanine aminotransferase 1 0 Intracellular 1 0 0 5 3 45,55
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2929 1 1 1 54811 627 54811 Bifunctional glutamate/proline-

AOAOKOF7W7 {RNA ligase 0 Intracellular 1 0 0 0 4 33.79

AOAOKOF078 39.68 2 1 1 52,712 851 52712 Fumarate hydratase 0 UPS 1 0 0 1 4 37.46

AOAOKOF0Y4 29.7 2 2 0 54454 505 51.867 Uncharacterized protein 1 Signal peptide 0 1 3 1 4 52.44

AO0AOK0G2Q6 54.88 11 3 2 45306 8.97  45.306 Arginine kinase 0 UPS 1 0 0 0 4 50.38

AOAOKOFV38 87.23 17 6 6 41.81 5.3 41.810 Actin, alpha cardiac muscle 1 0 Intracellular 0 0 0 2 4 37.7

AOAOKOFYF9 10562 19 7 3 40.957 891  40.957 Malate dehydrogenase 0 UPS 1 0 0 0 4 375

AO0AOKO0G127 23.12 2 1 1 39.48 7.98  39.501 Fructose-bisphosphate aldolase 0 Intracellular 1 0 0 0 5 45.88
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AOAOKOEZR7 11386 30 9 2 37.039 757  37.039 Arginine kinase 0 UPS 1 0 0 3 5 36.89

Histone-lysine N-

AOAOKOFXE7 27.13 1 2 2 34.073 921  34.073 methyltransferase SETMAR

0 Intracellular 1 0 0 0 5 58

AOAOKOFYU3 45.27 4 1 1 33.738 481 33.738 14-3-3 protein zeta 0 Intracellular 1 0 0 0 5 25.08

AOAOKOF8N8 30.46 1 2 2 31.52 9.46  31.520 Uncharacterized protein 0 Intracellular 1 0 0 0 5 269

Peptidase S1 domain-

AOAOKOGOW4  22.15 2 1 1 33137 86  30.567 o .
containing protein

1 Signal peptide 0 0 2 5 5 42.57

AOAOKOF4D5 333 5 1 1 24.816 7.7 24.816 Superoxide dismutase 0 UPS 1 0 0 2 6 44.2

Peptidyl-prolyl cis-trans

AOAOKOEWZ9  58.07 11 2 2 23915 9.06 23.915 .
Isomerase

1 Signal peptide 0 0 0 1 7 36.67

AOAOKOFJAL 47.68 10 2 1 23428 941 21402  CAP domain-containing protein 1 Signal peptide 0 0 0 4 7 26.75
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AOAOKOF4S7 78.85 35 6 2 22556 9.32 19.797  CAP domain-containing protein 1 Signal peptide 0 0 0 1 7 67
AOAOKOGIV3 2043 1 1 1 1828 544 18280 Dens'ty';‘f]?r‘:ﬁgzd et 0 Intracellular 1 0 0 3 7 27.83
AOAOKOF262 3804 14 2 2 16789 6.08  16.789 ADF-H d‘;}T(;“t'e”i:O”ta'”'”g 0 UPS 1 0 0 1 8 255

Abreviaturas: -10lgP = pontuacéo de confianca de peptideo; Cov (%) = Porcentagem de covertura; #Pepts = NUmero total de peptideos; #Unigq = NUmero de peptideos Unicos; Theo MW = Peso molecular tedrico;
pl = Ponto isoelétrico; Mature MW = Peso molecular da proteina madura; SignalP = Peptideo sinal (presente = 1 ou ausente = 0); UPS = secre¢do de proteinas por via ndo convencional; Exopred = Secrecdo de
proteinas dentro de vesiculas extracelulares ou exossomos (sim = 1 ou ndo = 0); TMHMM 2.0 = Predicéo de regides transmembrana (auséncia = 0, uma regido = 1, duas regides = 2, etc); N-Glyco = N-glicosilacéo

(auséncia = 0, uma regido = 1, duas regides = 2, etc); O-glyco = O-glicosilagdo (auséncia = 0, uma regido = 1, duas regides = 2, etc); Fraction = fragdo do gel de poliacrilamida; AAR value = abundancia de regides
antigénicas.
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Classificacdo Gene Ontology das proteinas identificadas nos produtos E/S-RPMI de larvas infectantes de S. venezuelensis mediante

espectrometria de massas

Uniprot i Celular . . .
accession Description component Biological process Molecular function
Myotactin form A (projected from L L . .
AOAOKO0G2I5 Caenorhabditis elegans ortholog let-805) Cell membrane Cell signaling Cytokine binding; cytokine receptor activity
Karst (inferred by orthology to a D. — A -
AOAOKOEWJ5 melanogaster protein) Cytoplasm plasma membrane organization Actin filament binding
Laminin subunit alpha-5 (inferred by orthology . S
AOAOKOF7N6 0 a human protein) Cell membrane Cell adhesion Integrin binding
AOAOKOFEZ1 ATP-dependent DNA helicase Nucleus DNA recombination and repair DNA helicase actlvny;t;ﬁi\rLFi’nr;ydrolysw activity; ATP
AOAOKOFFX3 Spectrin beta chain Cytoplasm plasma membrane organization phospholipid binding
AOAOKO0G4P8 Uncharacterized protein Cytoplasm Cell starvation Actin filament binding; ATP binding
AOAOKOEZX5 Uncharacterized protein Cytoplasm Cell starvation Actin filament binding; ATP binding
AOAOKOFVT1 Uncharacterized protein Cytoplasm Locomotion Actin filament binding; ATP binding
AOAOKOFYs1 ~ Myosin-3 (inferred 23; Ocigtirr‘]‘)"ogy toaC.elegans  oioslasm Locomotion Actin filament binding; ATP binding
Myosin heavy chain (inferred by orthology to a . - . -
AOAOKOEVLA4 D. melanogaster protein) Cytoplasm Locomotion Actin filament binding; ATP binding
AOAOKOFFD5 Uncharacterized protein Cell membrane unknown Unknown
AOAOKOF3W6 Uncharacterized protein Extracellular Multi-organism process; innate Carbohydrate binding

immune response
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AOAOKOFPQ6

AOAOKOFZN1

AOAOKOEVB3

AOAOKOFYR1

AOAOKOF456

AOAOKOFH30

AOAOKOFZT7

AOAOKOF830
AOAOKOF465
AOAOKOFOE3
AOAOKOF3T7
AOAOKOFL11

AOAOKOFAE3

AOAOKOFGT75

AOAOKOEV85

AOAOKOF9R3

DNA polymerase

Uncharacterized protein

Amidohydro-rel domain-containing protein

RNase NYN domain-containing protein

Protein RIC1 homolog

Neuroglian (inferred by orthology to a D.
melanogaster protein)

Histone-lysine N-methyltransferase

Adenylate cyclase

Peroxidasin-like protein (inferred by orthology
to a human protein)
Calsyntenin-1 (inferred by orthology to a D.
melanogaster protein)

Aminopeptidase EC 3.4.11.

Peroxidasin-like protein (inferred by orthology
to a human protein)

Uncharacterized protein
Tudor domain-containing protein

Degenerin unc-8 (projected from
Caenorhabditis elegans ortholog unc-8)

Calpain-2 catalytic subunit (inferred by
orthology to a human protein)

Nucleus

Extracellular

Cytoplasm

Endoplasmic
reticulum

Golgi apparatus

Cell membrane

Nucleus

Cell membrane
Extracellular
Cytoplasm
Mitochondria
Extracellular

Cell membrane

Cytoplasm

Cell membrane

Cytoplasm

DNA replication

Negative regulation of
endopeptidase activity

Cell division

RNA processing

Vacuole transport

Neuron projection development

Histone methylation

cAMP biosynthetic process

Oxidative stress

Positive regulation of synaptic
assembly and transmission

proteolysis

Oxidative stress

Positive regulation of kinase
activity

Positive regulation of autophagy

Locomotion

proteolysis

DNA polymerase activity; DNA binding; nucleotide
binding

Serine-type endopeptidase inhibitor activity
Metal binding; protein binding

RNA helicase activity; mRNA methyltransferase activity;
RNA binding; ATP binding

protein-containing complex binding

Protease binding

Histone methyltransferase activity; nucleic acid binding
adenylate cyclase activity; ATP binding; magnesium ion
binding; manganese ion binding

Heme binding; metal ion binding; peroxidase activity

Calcium ion binding

metalloaminopeptidase activity; peptide binding; zinc ion
binding

Heme binding; metal ion binding; peroxidase activity

ATP binding; protein binding; transmembrane receptor
tyrosine kinase activity

GTPase activator activity

Sodium channel activity

calcium-dependent cysteine-type endopeptidase activity
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AOAOKOFK?28

AOAOKOF4D9

AOAOKOGOS7

AOAOKOFYM2

AOAO0K0G292

AOAOKOF6Y2

AOAOKOF9F9

AOAOKOF6C3

AOAOKOFVDS8

AOAOKOFMY5

AOAOKOFKU3

AOAOKOEXO00

AOAOK0G262

AOAOKOFV38

Uncharacterized protein
Tr-type G domain-containing protein

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP)

Uncharacterized protein

Glucose-6-phosphate isomerase

X-ray repair cross-complementing protein 6
(inferred by orthology to a human protein)

Phosphoglycerate mutase (2,3-
diphosphoglycerate-independent)

Actin, alpha cardiac muscle 1 (inferred by
orthology to a human protein)

ANK_REP_REGION domain-containing
protein

Fumarylacetoacetase, EC 3.7.1.2
(Fumarylacetoacetate hydrolase)

2-phospho-D-glycerate hydro-lyase

Isocitrate dehydrogenase [NADP]

Uncharacterized protein

Actin, alpha cardiac muscle 1 (inferred by
orthology to a human protein)

Cytoplasm

Endoplasmic

reticulum

Cytoplasm

Lysosome

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Mitochondria

Cytoplasm

Mitochondria
Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Exocytosis
Translation

Carbohydrate metabolic process

Exocytosis

Carbohydrate metabolic process

tRNA-guanine transglycosylation

Carbohydrate metabolic process

cytoskeleton organization

mMRNA stabilization

Catabolic process
Carbohydrate metabolic process

tricarboxylic acid cycle

proteolysis

cytoskeleton organization

SNARE binding

Translation elongation factor activity; GTP binding;
GTPase activity; ribosome binding

Phosphoenolpyruvate carboxykinase activity; GTP binding;
manganese ion binding

SNARE binding

Glucose-6-phosphate isomerase activity; monosaccharide
binding

Pentosyltransferase activity

Phosphoglycerate mutase activity; manganese ion binding

ATP binding; identical protein binding

acid nucleic binding

fumarylacetoacetase activity; metal ion binding

Phosphopyruvate hydratase activity; magnesium ion
binding

Isocitrate dehydrogenase activity; NAD/NADP binding;
protein homodimerization activity; magnesium ion binding

Protein binding; cysteine-type endopeptidase activity

ATP binding
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AOAOKOFL48

AOAOKOFYF9

AOAOKOG1TO

AOAOKOFPH6

AOAOKOF7B1

AOAOKOFTY1

AOAOKOEZRY7

AOAOKOFH91

AOAOKOFZ76

AOAOKOFW12

AOAOKOFYU3

AOAOKOFDIO

AOAOKOF5G7

AOAOKOFXAS8

AOAOKOGOW1

AOAOKOFYUS

Actin, alpha cardiac muscle 1 (inferred by
orthology to a human protein)

Malate dehydrogenase

CAP domain-containing protein (inferred by
orthology to a human protein)

72 kDa inositol polyphosphate 5-phosphatase
(inferred by orthology to a human protein)

Fructose-bisphosphate aldolase

Adenylate kinase isoenzyme 1 (inferred by
orthology to a human protein)

Arginine kinase

L-lactate dehydrogenase

Uncharacterized protein

60S acidic ribosomal protein PO
14-3-3 protein zeta (inferred by orthology to a
D. melanogaster protein)
CCHC-type domain-containing protein

S-formylglutathione hydrolase

CAP domain-containing protein (inferred by
orthology to a human protein)

Col_cuticle_N domain-containing protein

14-3-3 protein zeta (inferred by orthology to a
D. melanogaster protein)

Cytoplasm
Cytoplasm
Extracellular

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm
Cytoplasm

Cytoplasm

Extracellular

Cytoplasm

Cytoplasm
Nucleus
Mitochondria
Extracellular
Extracellular

Cytoplasm

cytoskeleton organization
carbohydrate metabolic process
Unknown

Cell signaling

Carbohydrate metabolic process

Nucleoside phosphorylation
Phosphorylation

carbohydrate metabolic process

Protein N-glycosylation

Ribosome biogenesis and assembly

Cell signaling
microRNA metabolic process
Catabolic process

Unknown

Cuticle development; cuticle
molting cycle

Cell signaling

ATP binding
L-malate dehydrogenase activity
Unknown
Phosphatase activity

Fructose-bisphosphate aldolase activity; identical protein
binding

Adenylate kinase activity; ATP binding

Arginine kinase activity; creatine kinase activity; ATP
binding

L-lactate dehydrogenase activity

Glycosyltransferase activity

Large ribosomal subunit rRNA binding

Protein domain specific binding

uridylyltransferase activity; microRNA binding; protein
binding; zinc ion binding
S-formylgluthatione hydrolase activity; carboxylic ester
hydrolase activity

Unknown
Structural constituent of cuticle

Protein domain specific binding
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AOAOKOEZ63 Uncharacterized protein Extracellular Signal transduction Lysozyme activity

CAP domain-containing protein (inferred by

orthology to a human protein) Extracellular Unknown Unknown

AOAOKOFJAL

CAP domain-containing protein (inferred by

orthology to a human protein) Extracellular Unknown Unknown

AOAOKOF4S7

Diphosphate kinase activity; ATP binding; magnesium ion

AOAOKO0G1D7 Nucleoside diphosphate kinase Cytoplasm Nucleoside phosphorylation binding

AOAOKOFKCO Uncharacterized protein Nucleus mMRNA transport mRNA binding; identical protein binding

AOAOKOEVZ4 Uncharacterized protein Cytoplasm Mitochondrial genome maintenance Single-stranded DNA binding
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Classificacdo Gene Ontology das proteinas identificadas nos produtos E/S-PBS de larvas infectantes de S. venezuelensis mediante

espectrometria de massas

Uniprot —_— Celular . . .
accession Description component Biological process Molecular function
Myotactin form A (projected from Cell - . L S
AOAOKO0G2I5 Caenorhabitis elegans ortholog let-805) membrane cytoskeleton organization cytokine receptor activity; cytokine binding
AOAOKOFL12 Uncharacterized protein Cell unknown scavenger receptor activity
membrane
AOAOKOF652 Uncharacterized protein Cytoplasm unknown unknown
Peptidyl-threonine phosphorylation; - - L I S
AOAOKOEXN8  Non-specific serine/threonine protein kinase Cytoplasm glycogen biosynthetic process; intracellular Protein serine/ threonlr'IA‘eTIgnbai?%?ﬁt|V|ty, protein binding;
signal transduction g
AOAOKOEW98 Protein transport protein sec16 Cytoplasm intracellular protein transport protein binding
AOAOKOEUCS Uncharacterized protein Cell Protein catabol_u_: process; protein Protein kinase C blndlng;_spe_zctrln binding; Calcium ion
membrane stabilization binding
AOAO0KO0G111 ELYS-bb domain-containing protein Nucleus Cell proliferation Protein binding
. . cadherin binding; beta-caterin binding; inositol 1,4,5
Short transient receptor potential channel 4 Cell - LI . -
AOAOK0G049 (inferred by orthology to a human protein) membrane lon transmembrane transport triphosphate binding; s;?:itia\;iciserated calcium channel
Delphilin (inferred by orthology to a human S actin binding; profiling binding; SH3 domain binding;
AOAOKOFYF3 protein) Cytoplasm cytoskeleton organization small GTPase binding
Anchor cell fusion failure-1 (inferred by Cell . . . L
AOAOKOFB18 orthology to a C. elegans protein) membrane Cell proliferation Chloride channel activity
Calsyntenin-1 (inferred by orthology to a D. Cell Positive regulation of synaptic assembly and . -
(UAUNURYZE melanogaster protein) membrane transmission U (o o eling
AOAOKOF9SY [Heparan sulfate]-glucosamine N- Golgi Heparan sulfate proteoglycan biosynthetic ~ [heparan sulfate]-glucosamine N-sulfotransferase activity;

sulfotransferase

process; heparin biosynthetic process

deacetylase activity
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AOAOKOFXN2

AOAOKOG3FO0

AOAOKOFCT6

AOAOK0G523

AOAOKOGOS7

AOAOKOF7R7

AOAOKOFD75

AOAOKOFB44

AOAOKOFUUS

AOAOKOEX33

AOAOK0G292

AOAOKOEZM4

AOAOKOEZX9

AOAOKOF9F9

AOAOKOF6C3

AOAOKOFUR4

Uncharacterized protein
Doublecortin-like and CAM kinase-like
protein
Receptor protein serine/threonine kinase

Neuroglian (inferred by orthology to a D.
melanogaster protein)

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP)

Uncharacterized protein

Malic enzyme

Septin-2 (inferred by orthology to a D.
melanogaster protein)

Uncharacterized protein

Pct-1 (projected from Caenorhabditis
elegans ortholog pct-1)

Glucose-6-phosphate isomerase

Uncharacterized protein

Phosphate-regulating neutral endopeptidase
(inferred by orthology to a human protein)

Phosphoglycerate mutase (2,3-
diphosphoglycerate-independent)

Actin, alpha cardiac muscle 1 (inferred by
orthology to a human protein)
Alanine aminotransferase 1 (inferred by
orthology to a human protein)

Nucleus

Cytoplasm

Cell
membrane
Cell
membrane

Cytoplasm

Nucleus

Mitochondria

Cytoplasm

Nucleus

Cytoplasm
Cytoplasm
Mitochondria

Extracellular

Cytoplasm

Mitochondria

Mitochondria

Positive regulation of transcription by RNA
polymerase Il; Lysine biosynthetic process

Protein phosphorylation; intracellular signal
transduction

Signaling pathway

Neuron projection development
Oxaloacetate metabolic process;
gluconeogenesis;

mRNA processing; nuclear-transcribed
mRNA catabolic process

Carbohydrate metabolic process;
tricarboxylic acid cycle
cytoskeleton organization

Negative regulation of transcription by
RNA polymerase Il; termination of RNA
polymerase Il transcription; rRNA
processing
Protein phosphorylation; regulation of cell
cycle

carbohydrate metabolic process

Biotin metabolic process; short-chain fatty
acid catabolic process

Regulation of chemotaxis; proteolysis

carbohydrate metabolic process

cytoskeleton organization

Biosynthetic process

RNA polymerase Il cis-regulatory region sequence-
specific DNA binding; DNA-binding transcription
activator activity

protein kinase activity; calmodulin binding; ATP binding

transmembrane receptor protein serine/threonine kinase
activity; TGF-beta receptor activity; ATP binding

cell-cell adhesion mediator activity

Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) activity; GTP
binding; manganese ion binding
Phosphodiesterase decapping endonuclease activity; RNA
pyrophosphohydrolase activity; enzyme regulator
binding; RNA binding; nucleotide binding; metal ion
binding
malate dehydrogenase (NAD+/NADP+) activity;
oxaloacetate decarboxylase activity; NAD binding; metal
ion binding; electron transfer activity
GTPase activity; GTP binding; structural molecule
activity; molecular adaptor activity

5'-3' exoribonuclease activity; rRNA binding

ATP binding; protein kinase activity

Glucose-6-phosphate isomerase activity; monosaccharide
binding; intramolecular transferase activity

Propionyl-CoA carboxylase activity; ATP binding

metalloendopeptidase activity; zinc ion binding

Phosphoglycerate mutase activity; manganese ion binding

ATP binding; Structural contituent of cytoskeleton;
identical protein binding
L-alanine:2-oxoglutarate aminotransferase activity;
pyridoxal phosphate binding




132

AOAOKOFTW4

AOAOKOF7W7

AOAOKOF4U1

AOAOKOF078

AOAOKOF3I13

AOAOKOFOY4

AOAOKOFKU3

AODAOK0G2Q6

AOAOKOFXC6

AOAOKOFV38
AOAOKOFLA48

AOAOKOFYF9

AOAOKOFGG6

AOAOKO0G127

AOAOKOF7B1

AOAOKOEZR7

Retinal dehydrogenase 2 (inferred by
orthology to a human protein)

Bifunctional glutamate/proline-tRNA ligase
(inferred by orthology to a D. melanogaster

protein)
Mothers against decapentaplegic homolog,
MAD homolog, Mothers against DPP
homolog (SMAD family member)

Fumarate hydratase

Uncharacterized protein

Uncharacterized protein

2-phospho-D-glycerate hydro-lyase

Arginine kinase

Metalloendopeptidase

Actin, alpha cardiac muscle 1 (inferred by
orthology to a human protein)
Actin, alpha cardiac muscle 1 (inferred by
orthology to a human protein)

Malate dehydrogenase

Arginine kinase

Fructose-bisphosphate aldolase

Fructose-bisphosphate aldolase

Arginine kinase

Cytoplasm

Cytoplasm

Nucleus
Mitochondria

Cell
membrane

Cytoplasm
Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm
Cytoplasm

Cytoplasm
Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Cytoplasm

Oxidation-reduction process

Glutamyl-tRNA aminoacylation; translation
Intracellular signal transduction; signal
transduction involved in regulation of gene
expression

Carbohydrate metabolic process;
tricarboxylic acid cycle

dephosphorylation
lon transmembrane transport
Carbohydrate metabolic process

Phosphorylation

Proteolysis; protein catabolic process

cytoskeleton organization

cytoskeleton organization

Carbohydrate metabolic process;
tricarboxylic acid cycle

Phosphorylation; phosphocreatine
biosynthetic process

Carbohydrate metabolic process
carbohydrate metabolic process

Phosphocreatine biosynthetic process;
phosphorylation

Oxidoreductase activity
Glutamine-tRNA ligase activity; ATP binding

DNA-binding transcription activator activity; ubiquitin
protein ligase binding; phosphatase binding

Fumarate hydratase activity

Acid phosphatase activity

sodium channel activity
Phosphopyruvate hydratase activity; magnesium ion
binding

Arginine kinase activity; creatine kinase activity; ATP
binding

metalloendopeptidase activity

ATP binding
ATP binding
L-malate dehydrogenase activity
Arginine kinase activity; creatine kinase activity; ATP
binding
Fructose-bisphosphate aldolase activity; identical protein
binding
Fructose-bisphosphate aldolase activity; identical protein
binding
Arginine Kinase activity; creatine kinase activity; ATP
binding
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Histone-lysine N-methyltransferase
AOAOKOFXE7 SETMAR (inferred by orthology to a human Nucleus Histone methylation Histone methyltransferase activity; nucleic acid binding
protein)

14-3-3 protein zeta (inferred by orthology to
a D. melanogaster protein)

AOAOKOFYU3 Cytoplasm Cell Signaling Protein domain specific binding

AOAOKOF8N8 Uncharacterized protein Cytoplasm Cell proliferation Protein binding

AOAOKOGOW4 Peptidase S1 domain-containing protein Extracellular Protein catabolic process serine-type endopeptidase activity

AOAO0KOF4D5 Superoxide dismutase Mitochondria Oxidation-reduction process Oxidoreductase activity

AOAOKOEWZ9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Cytoplasm Protein folding peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity

CAP domain-containing protein (inferred by
orthology to a human protein)

AOAOKOFJAL Cytoplasm unknown unknown
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CAP domain-containing protein (inferred by
orthology to a human protein)

AOAOKOF262 ADF-H domain-containing protein Cytoplasm cytoskeleton organization unknown

AOAOKOF4S7 Cytoplasm unknown unknown




