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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada cujos agentes etiologicos sdo 0s
vermes do género Schistosoma. Constitui um grave problema de salde publica, pois atinge
aproximadamente 78 paises e 200 milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Estudos recentes
relatam associacOes entre infec¢bes parasitarias e processos inflamatérios com alteracfes
na expressdo de proteinas relacionadas a varias vias metabolicas. Nesse sentido, este
trabalho teve como objetivo a avaliagdo de pardmetros hematoldgicos e de lipidograma,
bem como a anélise do proteoma sérico durante a infecgdo experimental por S. mansoni.
Para tanto, foram coletadas amostras de soro e sangue de camundongos infectados e nédo
infectados (cepa C57BL / 6). Os dados hematimétricos e de lipidograma foram analisados
trés, cinco e sete semanas ap6s a infeccdo. Os indices hematimétricos revelaram que os
animais infectados, principalmente apds a sétima semana de infecgdo, apresentavam
leucocitose, eritropenia e anemia. Os parametros do lipidograma mostraram alteracdes
consideraveis nos niveis de lipoproteinas circulantes associadas a infeccdo parasitaria,
principalmente 5 e 7 semanas apoés a infecgdo. A eletroforese em gel bidimensional do soro
do camundongo revelou bandas Unicas de animais infectados e uma expressdo diferencial
de proteinas em 25 e 50 kDa, provavelmente como resultado da alta sintese de
imunoglobulina em resposta a infeccdo. A analise protebmica baseada em espectrometria
de massa do soro de camundongo sete semanas ap0s a infeccdo permitiu a identificagdo de
403 peptideos tripticos, representando 211 proteinas contidas em 115 grupos de proteinas.
Destes, 23 grupos foram encontrados apenas no soro de camundongos nédo infectados, 73
grupos foram compartilhados entre as amostras e 19 foram associados apenas ao grupo
infectado. Coletivamente, nossos resultados revelaram que a infeccdo causada por S.
mansoni leva a alteracbes mensurdveis nos niveis e composicdo dos constituintes do
sangue. Uma exploracdo adicional do proteoma sérico deve potencialmente revelar novos
biomarcadores da doenca que podem ser (teis para 0 prognéstico e / ou diagnostico da
doenca.

PALAVRAS - CHAVE

Esquistossomose, Lipideos, Lipoproteinas, Protedbmica, Hematologia, Mus musculus,

Schistosoma mansoni, Apolipoproteinas.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a neglected tropical disease whose etiological agents are flatworms of
the genus Schistosoma. It constitutes a serious public health problem, since it affects
approximately 78 countries and 200 million individuals worldwide. Recent studies report
associations between parasitic infections and inflammatory processes with changes in the
expression of proteins related to various metabolic pathways. In this sense, this work
aimed the evaluation of hematological and lipidogram parameters as well as the analysis of
the serum proteome during the experimental infection caused by S. mansoni. To this end,
serum and blood samples were collected from infected and non infected mice (C57BL/6
strain). Hematimetric and lipidogram data were analyzed at three, five and seven weeks
after infection. Hematimetric indices revealed that the infected animals, particularly after
the seventh week of infection, exhibited leukocytosis, erythropenia and anemia. The
lipidogram parameters showed considerable alterations in the levels of circulating
lipoproteins associated with the parasitic infection, particularly at 5 and 7 weeks post-
infection. The two-dimensional gel electrophoresis of the mouse serum revealed unique
spots from infected animals and a differential expression of proteins at 25 and 50 kDa,
likely as a result of high immunoglobulin synthesis in response to the infection. Mass
spectrometry-based proteomic analysis of the mouse serum at seven weeks post infection
allowed the identification of 403 tryptic peptides, representing 211 proteins contained
within 115 protein groups. Among these, 23 groups were found only in the serum from non
infected mice, 73 groups were shared between the samples and 19 were only associated
with the infected group. Collectively, our findings revealed that the infection caused by S.
mansoni leads to measurable alterations in the levels and composition of blood
constituents. Further exploration of the serum proteome should potentially reveal novel
biomarkers of the disease that could be useful for prognosis and/or diagnosis of the

disease.

KEY - WORDS:

Schistosomiasis, lipids, lipoproteins, Proteomics, Hematology, Mus musculus, Schistosoma

mansoni.
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1. Introducgéo

A esquistossomose é uma patologia infecto parasitaria, de natureza aguda e cronica,
com manifestacdes clinicas diversas, que variam de dermatite leve a fibrose hepato-intestinal
(SANTOS, 2019). Dentre as parasitoses que acometem o homem, é uma das mais
disseminadas pelo globo, com milhdes de individuos infectados (CAMPOS et al., 2019).
Parasitos do género Schistosoma sdo 0s agentes etioldgicos responsaveis pela transmissao da
doenca (LIMA et al., 2018). Dentre as seis espécies que infectam os seres humanos, as que
possuem maior relevancia epidemioldgica sdo o Schistosoma japonicum, Schistosoma.
haematobium e Schistosoma mansoni (WEERAKOON et al., 2015).

A endemicidade da esquistossomose estd associada a precariedade do saneamento
basico, comum em comunidades em situacdo de vulnerabilidade social. A infec¢do ocorre
pelo contato com agua contaminada com fezes de individuos infectados (CAMPOS et al.,
2019). O S. mansoni é a Unica espécie descrita nas Américas (LOPES et al., 2017) e acredita-
se que sua entrada no Brasil foi durante a colonizacdo portuguesa, entre os seculos XVI e
XVIlI (TCHUEM TCHUENTE et al., 1995). Uma vez em territério brasileiro, o parasito
encontrou condi¢cbes ambientais oportunas para sua adaptacdo, caracterizando a
esquistossomose como um grave problema de saude publica no Brasil (MARCULINO et al.,
2017).

Por possuir carater assintomatico no inicio da infeccdo, a esquistossomose evolui para
as formas mais graves, no paciente, de maneira silenciosa (MARCULINO et al., 2017).
Atualmente, o0 método de diagnostico da esquistossomose é baseado na deteccdo de ovos do
parasito nas fezes (OGONGO et. al, 2018). Todavia, segundo o Ministério da Saude (2017),
cerca de 20% a 30% das infeccdes ativas ndo sdo notificadas. Isto ocorre devido a baixa
sensibilidade caracteristica dos testes parasitoldgicos, principalmente, em regides de baixa
endemicidade, onde predominam individuos infectados com baixa carga parasitaria
(BARBOSA, 2017).

A auséncia de um diagnostico precoce colabora com a progressdo do processo
fibrinogénico, podendo culminar na forma mais severa da doenca: hepatoesplénomegalia com
hipertensdo portal, varizes esofagianas e hemorragia digestiva alta, podendo levar o paciente a
obito (MEDEIROS et al., 2014). Dessa forma, em virtude da baixa sensibilidade dos testes

mais utilizados na préatica clinica, salienta-se a urgéncia em estabelecer abordagens



direcionadas para a exploracdo de novos biomarcadores da doenca que possam ser detectados

precocemente.

Estudos tém demonstrado que a infecgdo por S. mansoni promove alteracfes no
metabolismo lipidico (PIMENTA, 2013; SILVA, 2002) e alteracbes hematoldgicas (DALIA,
2002). Trabalhos recentes utilizando plasma de camundongos infectados com S. mansoni
evidenciaram proteinas diferencialmente expressas, por meio de abordagens protedmicas em
larga escala. Parte dessas moléculas estdo envolvidas com o metabolismo de lipideos, ao
transporte de ferro e grupo heme, e a constituicdo de eritrdcitos (SILVA, 2019).

As alteragBes na expressdo dessas moléculas em amostras de individuos infectados
caracterizam um passo importante para a compreensdo das interacGes parasito-hospedeiro e
configuram a oportunidade de estabelecer abordagens em protedmica e metaboldémica,
ferramentas cruciais para a investigacdo de biomarcadores relacionados ao metabolismo
lipidico e hematoldgico. Nesse cenério, acredita-se que essas abordagens podem ser
promissoras para a compreensdo dos mecanismos moleculares associados as alteragOes
observadas, culminando na possibilidade de um diagndstico precoce e melhor prognéstico dos

pacientes.



2. Revisao da literatura

2.1 Epidemiologia e Aspectos Historicos da Evolucédo da Esquistossomose no Brasil

A esquistossomose € uma doencga negligenciada, de carater tropical, cujos agentes
etiologicos sdo parasitos do género Schistosoma. Constitui-se um grave problema de saude
publica, uma vez que acomete aproximadamente 200 milhdes de individuos mundialmente
(CHUAH et al., 2016), refletindo em um risco de infecgdo para cerca de 600 milhdes de
pessoas (VITORINO et al., 2012).

Dentre as doencas parasitarias, a esquistossomose € a segunda com maior influéncia
socioeconémica no mundo, ficando atras apenas da Malaria (FAVERO, 2019). Possui vasta
distribuicdo geografica no globo, acometendo cerca de 78 paises, especialmente 0s
continentes africano e asiatico (Figura 1) (CHUAH et al., 2016).

Figura 1: Distribui¢do global de parasitos do género Schistosoma. Observa-se convergéncia desses parasitos

no continente africano. No Brasil, 0 S. mansoni é a Gnica espécie presente.

FONTE: Weerakoon, 2015.

O Inqueérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni e Geohelmintoses,
discorre de uma abordagem mais recente sobre a epidemiologia da doengca no pais,
demonstrando que cerca de 1% dos 197 mil individuos pesquisados dispersos nas 27 regides
do Brasil, apresentam infeccéo pelo Schistosoma mansoni (Figura 2) (KATZ, 2018).



Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose no Brasil segundo a faixa de positividade em 2018. Evidencia-se
as regides Sudeste e Nordeste do Brasil como as areas de maior positividade, destacadas em pontos vermelhos.
Além disso, ha regides de baixa e média prevaléncia.
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FONTE: Adaptado de Katz, 2018.

Ha seis espécies na familia Schistosomatidae passiveis de infectarem humanos, todavia,
0s casos mais recorrentes de infecgbes sdo pelo S. Japonicum (Katsurada, 1904), S.
haematobium (Bilharz, 1851) e S. mansoni (Sambon, 1907) (HE; CHEN, RAMASWAMY,
2012). O Schistosoma mansoni possui maior relevancia para a saude publica brasileira por
ser a Unica espécie descrita nas américas do sul e central.

A insercdo da esquistossomose em territorio brasileiro data a época do Brasil Col6nia,
no qual escravos infectados advindos de regides endémicas da Africa entraram no Brasil nos
portos de Recife e Salvador com o intuito de trabalhar nas plantaces de cana-de-acUcar.
Acredita-se que este foi um fator consideravel na disseminacdo da esquistossomose, uma vez
que as condicdes de saneamento basico inadequadas e a presenca do caramujo transmissor do
S. mansoni, concomitantes ao aporte hidrico nas regides das lavouras canavieiras,
configuraram um ambiente favoravel para a disseminacdo da esquistossomose (CARMO;
BARRETO, 1994).



A Figura 3 evidencia o0s processos migratorios e como eles influenciaram a expanséo da
doenca, conduzindo-se do Nordeste para as demais regides, sendo o Sudeste o principal alvo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Figura 3: Representacdo da expansdo da esquistossomose no Brasil. Observa-se que até 1920 a area
endémica se restringia aos estados de Sergipe, Alagoas, e uma por¢do da Bahia e Pernambuco, como
evidenciado em vermelho. As setas vermelhas sinalizam um fluxo intenso de disseminagdo a partir de 1920,
rumo ao Sudeste e as demais localidades do Nordeste. Uma parte do Norte e Sul do pais foram alvo da expansao.
As é&reas em verde demonstram as areas de transmisséo endémica.
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FONTE: Ministério da Saude, 2014.

2.2 O Agente Etioldgico: Schistosoma mansoni

O Schistossoma mansoni é um platelminto, digenético, da classe dos trematddeos,
pertencente a familia Schistosomatidae que se difere dos demais trematodeos pelo dimorfismo
sexual. Os parasitos adultos habitam os vasos mesentéricos e o sistema porta hepéatico de
mamiferos das ordens Primates, Rodentias, Artiodactyla e Carnivora (MACHADO, NEVES
E GOMES, 2008).

O macho adulto mede aproximadamente 6,5 mm a 12 mm de comprimento, possui
coloraco leitosa e é achatado. E dividido na porcdo anterior, onde se encontram a ventosa
oral e ventral (acetdbulo), e porcdo posterior, que adquire um aspecto cilindrico devido ao
enrolamento ventral de suas bordas corporais, com o intuito de formar o canal ginecoforo para

abrigar a fémea e fecunda-la. Posterior a ventosa oral encontra-se o eséfago que converge, a



nivel da ventosa ventral, formando um ceco que termina na extremidade posterior. Como o
parasito ndo possui 6rgdo copulador, os canais deferentes das massas testiculares que se
encontram atras do acetabulo abrem-se no poro genital, que esta dentro do canal ginecéforo,
onde os espermatozoides alcancam as fémeas. Estas, por sua vez, possuem cerca de 15 mm
de comprimento quando adultas, coloracdo escura, devido ao sangue semidigerido, com
extremidades afiladas e formato integralmente cilindrico. Na por¢do anterior, encontram-se a
ventosa oral e 0 acetdbulo. Posterior a este observa-se a vulva, seguida do Utero e depois do
ovario. A porcdo posterior € composta pelas glandulas vitelogénicas e o ceco (NEVES, 2005).
A figura 4 representa a fémea alojada no canal ginecoforo e as principais estruturas
morfoldgicas externas do S. mansoni (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Figura 4: Microscopia eletronica de varredura de Schistosoma mansoni. A) Casal de vermes adultos,
salienta-se a fémea do helminto acoplada no canal ginecéforo do macho. B) Principais estruturas morfoldgicas
externas do S. mansoni.
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FONTE: Adaptado de Oliveira et al., 2013.

2.3 Ciclo de Vida de Schistosoma mansoni e Sintomatologia

A disseminagdo da doenca depende da excrecdo de ovos nas fezes do hospedeiro
vertebrado em um curso de agua, conjuntamente a presenca de caramujos suceptiveis a
infeccdo pelo parasito, representados no Brasil por moluscos do género Biomphalaria (Figura
5). Es estagios evolutivos do Schistosoma (Figura 6) compreendem ovo, miracidio,
esporocisto, cercaria, esquistossdmulo e verme adulto (KATZ e ALMEIDA, 2003).

O ciclo de vida desse parasito compreende duas fases parasitarias: a primeira é
assexuada e ocorre no hospedeiro intermediério: planorbideos do género Biomphalaria.
Dentre os de relevancia no contexto da esquistossomose salienta-se: B. glabrata (Say, 1818);
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B. tenagophila (D’orbigny, 1835); B. straminea (Dunker, 1848) por serem naturalmente aptos
a infecgdo pelo S. mansoni, responsaveis por alojar o parasito em sua fase larvéria. Residem
em 4agua doce, que possuam velocidade de fluxo abaixo de 30 cm/s, e podem habitar
pantanos, corregos e remansos de rios (MNISTERIO DA SAUDE, 2014). A presenca de B.
glabrata foi notificada em 16 estados brasileiros e possui maior relevancia no cenario da
esquistossomose por ter niveis elevados de infecgdo e ter sua distribuicdo frequentemente

associada a incidéncia da doenca.

Figura 5: Distribuicdo dos caramujos do género Biomphalaria no Brasil. A) Municipios com a presenca B.
Glabrata. B) Distribuigdo da B. Straminea. C) Prevaléncia da B. tenagophila.
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FONTE: Adaptado de Carvalho; Caldeira, 2004.

A segunda fase transcorre no hospedeiro definitivo vertebrado, sendo o homem o
principal (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Nos seres humanos, o S.mansoni habita as veias
mesentéricas, preferencialmente a veia mesentérica inferior, do plexo hemorroidario da
porcdo intra-hepatica da veia porta (TSUJI, 2020; BRASIL, 2014). A postura de ovos ocorre



no interior das vénulas da submucosa intestinal e € iniciada quando a fémea se insere no canal
ginecdforo do macho (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Os parasitos adultos alojados nesse plexo do hospedeiro vertebrado dardo inicio a
oviposicdo. Os ovos irdo se desenvolver e parte destes migrardo para o lumen intestinal e
serdo excretados junto com as fezes. Para que este processo ocorra, é necessaria uma série de
interacdes coordenadas entre hospedeiro e o parasito. Os mecanismos moleculares envolvidos
neste processo ainda ndo estdo completamente elucidados, mas alguns pesquisadores
acreditam que os esquistossomos interagem com o sistema imunoldgico do hospedeiro,
comprometendo barreiras endoteliais, promovendo a penetracdo e translocacdo dos ovos da
parede das veias aonde sdo postos para o lumen intestinal (COSTAIN, MACDONALD,
2018). Quando chegam nas fezes e, posteriormente, sdo excretadas, em contato com a agua e
em condi¢Oes ideais de temperatura e luminosidade, ha a eclosdo do miracidio, que é a forma
infectante para hospedeiro vertebrado, e liberacdo do miracidio que necessita do hospedeiro
intermediario para se desenvolver (NEVES, 2005). A Figura 6 ilustra o ciclo de vida do
parasito.



Figura 6: Ciclo de vida do S. mansoni. O ciclo de vida do S. mansoni é heter6xeno, necessita da presenca do

hospedeiro invertebrado, planorbideos do género Biomphalaria, e do hospedeiro vertebrado, retratado pelo
homem.
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FONTE: Carvalho et al., 2008.

A patogenicidade da esquistossomose € influenciada pela interacdo
parasito/hospedeiro, fase evolutiva e a carga parasitaria (SOUZA, 2011). Fundamentalmente,
as manifestacBes clinicas da esquistossomose mansoni sdo decorrentes da resposta
inflamatdria granulomatosa que ocorre ao redor dos ovos do parasito (NEVES, 2005). A
Figura 7 demonstra as alteracdes celulares provenientes da presen¢a dos ovos do parasito no

figado e intestino, durante a fase aguda e cronica da doenca.



Figura 7: Alteracdes celulares decorrentes da presenca do ovo de S. mansoni em hepatdcitos e enterdcitos.
Na fase aguda, no granuloma hepético, ha predominancia de células T e eosinéfilos, com alguns neutréfilos e
macrofagos. Nos enterécitos, os macrdfagos se apresentam em maior nimero. Em ambos os locais, ha poucos
basofilos e neutrofilos. A fase cronica é caracterizada pelo processo de fibrose, observa-se que as células
hepéticas possuem maior quantidade de tecido fibroso que as intestinais. No figado, os ovos irdo ficar presos
pela fibrose. Nos enterécitos podem ser liberados para o Iimen intestinal, por mecanismo ndo elucidados
completamente, ou serem detidos pela fibrose e promoverem alteragdes teciduais semelhantes as observadas no
tecido hepatico.
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FONTE: Schwartz e Fallon, 2018.

A esquistossomose mansoni pode se manifestar em duas fases. A primeira € a fase
aguda, com possivel manifestacdo da febre de Katayama, tipificada por febre, anorexia, dor
abdominal e cefaleia. Essa fase é caracterizada pela dermatite cercariana, ocasionada pela
penetracdo das cercérias na pele do hospedeiro vertebrado e posterior desenvolvimento de
esquistossomulo a verme adulto (PORDEUS et al., 2008).

A outra, por sua vez denominada fase crbnica, € caracterizada por
hepatoesplenomegalia, varizes esofagianas e ascite. A localizagdo e quantidade de vermes,
reacOes do organismo e resposta ao tratamento interferem na sintomatologia denotada pelo
individuo infectado, contudo, alguns s&o assintomaticos (RODRIGUES, 2019; MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).
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2.4 Diagnostico e Tratamento da esquistossomose

Tendo em vista a pluralidade das manifestacGes clinicas da esquistossomose, é crucial o
emprego de exames laboratoriais para o diagndéstico. Estes, por sua vez, podem ser realizados
através de métodos parasitologicos e imunoldgicos (VITORINO, 2012).

O Ministério da Saude classifica os metodos de diagndstico em diretos, que se
fundamentam na deteccdo de ovos do parasito nas fezes, e indiretos, caracterizados por
reacbes antigeno-anticorpo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O diagndstico indireto
apresenta extrema relevancia para a detec¢do precoce da esquistossomose, uma vez que 0S
testes parasitoldgicos possuem baixa sensibilidade e dependem da quantidade de ovos nas
fezes (BARBOSA, 2017).

Atualmente, o método de diagnostico de Kato-Katz, formulado em 1972, é o padrdo
ouro para o diagnostico da esquistossomose. E fundamentado na avaliacdo quantitativa de
ovos por gramas de fezes e apresenta baixo custo de realizacdo (GOMES, 2019). Entretanto,
devido a baixa sensibilidade do método, o numero de individuos que apresentam infecgao por
S. mansoni pode ser subestimado, uma vez que o diagnostico da esquistossomose ocorre por
meio da visualizacdo dos ovos nas fezes. Contudo, em regiGes ndo endémicas os individuos
possuem baixa carga parasitaria, o que diminui a quantidade de ovos nas fezes, mas nao
descarta a infeccdo (OLIVEIRA, 2003; LINDHOLZ, 2019).

A técnica Helmintex, proposta recentemente, € uma metodologia coproparasitoldgica
que faz uso de particulas paramagnéticas que propde sensibilidade elevada para deteccao de
ovos do S. mansoni nas fezes (FAVERO, 2019). Acredita-se que o Helmintex poderia ser
utilizado como método de referéncia para o diagndstico da esquistossomose mansoni por
possuir alta sensibilidade. Todavia, sua maior limitacdo é a aplicabilidade. Nesse cenario,
Favero e colaboradores (2017), sugeriram um aperfeicoamento, otimizando as etapas de
trabalho e diminuindo o tempo de execucdo, o que facilitaria 0 processo do método
(LINDHOLZ, 2019; FAVERO, 2017).

As técnicas sorologicas representam uma metodologia alternativa para os falsos
negativos caracteristicos dos testes parasitologicos, uma vez que se baseiam na detecgédo de
moléculas especificas de individuos doentes, que irdo ser diferencialmente expressas na
presenca do parasito no ser humano. Dentre elas, as mais utilizadas na prética clinica sdo: a
técnica de ELISA, Imunofluorescéncia Indiretal (RIFI-IgM) e ELISA-PCR (DIAS, 2019).
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Apesar dos esforcos globais para combater a doenca, a prevaléncia da esquistossomose
é inaceitavelmente alta. As complicacgdes clinicas decorrentes do avanco da infeccdo podem
se tornar condigdes irreversiveis (WEERAKOON, 2015). Os métodos de diagnostico
disponiveis, atualmente, em sua maioria, necessitam de uma infraestrutura laboratorial que
regibes com baixo indice de Desenvolvimento Humano carecem, como equipamentos de
ultima geracdo e infraestrutura adequada (SANTANA, 2018). Por isso, Sdo cruciais novos
métodos de diagnostico, com énfase em uma abordagem inclinada ao auxilio na detecgdo da
doenca em individuos com baixa carga parasitaria (WILSON et al., 2006).

A terapéutica disponivel, atualmente, é através da utilizacdo dos medicamentos
Praziquantel e Oxamniquina, que apresentam semelhancas no que se diz respeito a efeitos
colaterais, toxicidade e capacidade terapéutica. Todavia, 0 Praziquantel é mais comumente
empregado devido ao baixo custo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O tratamento é
realizado com dose Unica, de 40 mg por kg de massa corporal (FURTADO, 2018), os efeitos
colaterais incluem diarreia e dor abdominal,e ele se mostra eficiente contra as principais
espécies de Schistosoma. A Organizacdo Mundial de Satde (OMS), por meio de Assembleias
Mundiais de Salde, tem orientado a administracdo do medicamento em massa, a fim de
diminuir os casos de infeccao global (ANDRADE, 2017).

2.5 Protebmica

Os avancos em genética e na biologia molecular foram fundamentais para o
desenvolvimento da gendmica (MOREIRA, 2015). A cria¢do do “Projeto Genoma Humano”
(PGH) no final do século XX, que visava o sequenciamento do genoma humano, instigou 0s
pesquisadores e os fez crer que uma nova era na ciéncia Sse aproximava, uma vez que
acreditavam que o genoma humano seria a chave para compreender 0s problemas acerca da
existéncia humana (SILVA et al., 2014).

A protebmica pode ser empregada como uma abordagem de contribuicdo para a
compreensdo dos processos metabdlicos nos quais as moléculas expressas pelos genes estao
envolvidas (SANTOS, COSTA e NETO, 2019). Ao contrario do genoma, 0 proteoma é uma
entidade dinamica que se altera em decorréncia dos processos celulares. Nesse cenario,
constitui-se como uma possibilidade para identificacdo e caracterizagdo de moléculas
exogenas ou enddgenas inerentes a processos patoldgicos especificos. Por isso, a descri¢do

detalhada das proteinas encontradas em um determinado estado patolégico pode ser uma
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abordagem que permita um diagnostico mais rapido e seguro, além da escolha de um
tratamento mais adequado (SANTOS, COSTA e NETO, 2019).

Uma abordagem protedmica visa analisar de uma perspectiva descritiva 0 proteoma.
Além disso, possibilita técnicas que permitem reunir informacGes sobre modificacBes pds-

traducionais, interacGes proteicas e abundancia de proteinas (BARBOSA et al., 2012).

Na contemporaneidade, hd um interesse expressivo no emprego da protebmica como
instrumento para detec¢do de marcadores proteicos, uma vez que a descricdo das proteinas
encontradas em um determinado estado patologico permite ndo apenas um diagnostico
precoce, mas a escolha de um tratamento eficaz, o que influi em melhor prognéstico para os
pacientes (SILVA NETO; SANTOS; COSTA; 2019). As técnicas em protedbmica permitem a
deteccdo de patdgenos, compreensdo das interacGes parasito-hospedeiro, e identificacdo de
possiveis alvos farmacoldgicos (QUERO et al., 2016) através da deteccdo de alteracbes nos
genes, seus transcritos e produtos proteicos envolvidos em processos celulares relevantes, que
oferecem um panorama amplo da fisiologia do paciente (BARBOSA, 2012). Nesse cenario,
tecidos, 6rgdos e determinados fluidos corporais podem ser aplicados para identificacdo de
biomarcadores de infeccdo (BODZON-KULAKOWSKA et al., 2007).

A urgéncia no estabelecimento de um diagnéstico precoce da esquistossomose pode ser
justificada pelos inimeros mecanismos de evasdo que o Schistosoma possui do sistema
imune, podendo parasitar 0 hospedeiro por anos, estabelecendo uma infeccdo cronica. Os
estudos pos gendbmicos que permitiram o sequenciamento do genoma completo do S. mansoni
constituiram a primeira etapa do processo de melhoria da compreensdo da biologia molecular
desse parasito. Dessa forma, o banco de dados de proteinas obtidos a partir do genoma do
parasito consente para 0 avanco na identificacdo de proteinas a partir de dados originados por
espectrometria de massas (RIBEIRO, 2012).

Segundo Pandey e Mann (2000), a identificacdo e a andlise de proteinas podem ser
realizadas por eletroforese unidimensional, bidimensional (1D e 2D SDS PAGE), métodos
pontuais de deteccdo como Western Blot, caracterizados por metodologias que sé&o
representadas como técnicas de protebmica classica. Além disso, é possivel utilizar
abordagens mais arrojadas baseadas em plataformas robustas de alta resolucdo, a exemplo de

cromatografia acoplada a espectrometria de massas.
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A eletroforese € uma técnica fundamentada na migracdo de moléculas carregadas
eletricamente submetidas a um campo elétrico. A eletroforese unidimensional é caracterizada
pela separacdo dessas moléculas unicamente pelas suas respectivas massas moleculares
(ROCHA, 2005). Todavia, proteinas que possuem massas moleculares proximas configuram
uma limitacdo desse método, uma vez que sofrem co-migracdes em locais especificos no gel
(bandas) de eletroforese (BRUNELLE; GREEN 2014).

A eletroforese bidimensional se caracteriza como um método com maior resolucéo de
separagdo, uma vez que € capaz de segregar as proteinas da amostra baseada, inicialmente, em
seu ponto isoelétrico, que corresponde ao valor de pH no qual a carga liquida da proteina é
igual a zero, e em seguida pela massa molecular (LEE, SARAYGORD-AFSHARI, LOW,
2019). Avancos nas metodologias propostas ao longo do tempo possibilitaram otimizagéo da
técnica, o que culmina em maior poder de identificacdo proteinas (ISSAQ; VEENSTRA,
2020).

As cromatografias se destacam como instrumento para separacdo de matrizes proteicas
complexa, e estd dentre os métodos para analise protedmica (LANCAS, 2009). Sendo uma
técnica baseada na separacdo dos componentes de uma mistura que ocorre em duas fases
distintas: fase estacionéria e fase modvel. Substancialmente, a separacdo € resultado de
interagBes ocorridas entre a fase estacionaria e a fase movel. Dentre os métodos
cromatograficos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) possui alta sensibilidade quando aliada a outros métodos,
permitindo identificacdo e analise quantitativa de componentes de uma mistura complexa, que
estejam em baixas concentracBes (PERES, 2002; LANCAS, 2009). A cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas tornou-se um instrumento analitico crucial para estudos
de sistemas bioldgicos, uma vez que ¢ uma metodologia que possui elevada sensibilidade,
seletividade e robustez (BELINATO, 2019).

A espectrometria de massas é uma técnica analitica que proporciona uma caracterizacéo
molecular e que tem contribuido demasiadamente para diversas descobertas quimicas, fisicas
e bioguimicas. Fundamentalmente, o espectrometro de massas identifica moléculas baseado
na razao massa/carga, sendo dividido em trés componentes principais: a fonte de ionizagéo, o
analisador de massas e o detector (Figura 8). A preparacdo de uma amostra proteica a ser
direcionada a uma plataforma baseada em espectrometria de massas, demanda etapas que irdo

modificar quimicamente as proteinas, no intuito de propiciar uma analise adequada a essa
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técnica. Uma solubilizacdo e desnaturacdo maior das proteinas, alcancada por meio da adigédo
de certos reagentes, contribui significativamente para a digestdo enzimatica, resultando em
uma maior exposi¢do dos sitios de clivagem para a enzima de escolha, refletindo em um
amplo repertorio de peptideos (URBAN, 2016).

Figura 8: Fluxograma simplificado de um espectrémetro de massas acoplado a HPLC aplicado a
protedmica. Apds a eluicdo na coluna cromatografica, a amostra é direcionada ao espectrébmetro de massas. A
primeira parte do equipamento é responsavel por ionizar os peptideos contidos na amostra. Ap6s a ionizagdo, 0s
peptideos ionizados sdo transferidos para o analisador de massas, onde serdo separados em funcgdo de suas razdes
m/z. Posteriormente, o detector identifica individualmente os ions e seus os valores de massa/carga, que sao
expressos por meio de um dado espectral.
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FONTE: Adaptado de Nascimento et al., 2018.

Inicialmente, em uma abordagem protebmica baseada em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, a amostra proveniente do sistema de cromatografia é
direcionada para a fonte de ionizacéo do espectrémetro, aonde os peptideos serdo conduzidos
para a fase gasosa, por meio da implementacdo de alta voltagem, resultando em peptideos
incorporados com particulas carregadas, os ions. Posteriormente, estes sdo transferidos ao
interior do equipamento até o analisador de massas, aonde terdo resolvidos suas razdes
massa/carga (m/z) e separados em virtude destas. Estes ions, denominados precursores, seréo
identificados individualmente pelo detector, e posteriormente, sdo expressos por meio do
espectro de massas denominado Espectro MS1. Por meio de uma cdmara de colisdo com um
gés inerte, comumente nitrogénio, a ligacdo peptidica entre os residuos de aminoacidos dos

peptideos € rompida, dando origens a ions de série y e b, com a subsequente analise destes no
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detector do equipamento, pode-se obter o Espectro MS2, resultando um espectro composto
das razbes massa/carga do ions que representam a sequéncia de residuos de aminoécido do
peptideo precursor (MOREIRA, 2015). Dessa forma, a espectrometria de massas tem sido
amplamente empregada na identificacdo de moléculas bioldgicas, principalmente metabolitos
(RIBEIRO, 2012).

2.6 Metabolomica

Essa abordagem, caracteriza-se pela preparacdo das amostras, anélise das amostras,
analise de dados e analise da via metabdlica (CANUTO, 2018). A anélise do metaboloma de
um sistema biologico configura-se metabolémica. A metabonémica é uma técnica que visa
analisar, sob uma perspectiva qualitativa e quantitativa, os metabdlitos contidos em um
organismo. Nesse cenario, visa detectar a relacdo entre metabdlitos e fatores fisiologicos e
alteracdes advindas de um quadro patoldgico.

Dentre as amostras bioldgicas, utiliza-se principalmente sangue, fezes e urina por serem
matérias que contém moléculas de interesse, como lipideos, aminoécidos e &cidos nucleicos
(YANG, 2019). A producdo dos metabdlitos € uma resposta fenotipica da célula (FIEHN,
2000). Nesse contexto, modificagdes nos metabdlitos podem ser indicativos de processos
patoldgicos e sua identificacdo se propde como uma abordagem promissora para a detec¢éo
de biomarcadores (LOYO, 2018).

As moléculas de baixo peso molecular sdo as de maior interesse na metaboldmica, uma
vez que participam das reacdes quimicas, sendo as informac6es fornecidas por elas utilizadas
principalmente para a compreensdo das vias bioguimicas, o que permite a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos nos processos patoldgicos e possibilitam propostas de intervences.
As analises em metabolémica podem ser divididas em dois segmentos. A analise pode
envolver um ou mais metabolitos pré-estabelecidos associados a uma via metabdlica de
interesse denominada analise alvo. Em contrapartida, a analise global constitui-se de uma
abordagem no qual o intuito é identificar o maior nimero possivel de metabdlitos encontrados
em um determinado sistema biologico (BELINATO, 2019).

Dessa forma, a investigagdo do metaboloma de um grupo sujeito a alteracbes
ambientais, alimentares, terapéuticas ou patoldgicas quando comparadas a um grupo de
individuos sem alteracBes, caracteriza-se como uma abordagem promissora para 0
entendimento do fenotipo de um organismo. Nesse sentido, esta se qualifica como uma

metodologia crucial na biologia de sistemas, proporcionando maior compreensao, a nivel
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molecular, de diversas patologias e contribuindo para a deteccdo de biomarcadores
(CANUTO, 2018).

Estudos utilizando as “ciéncias 0micas” tém sido favordveis para a compreensdo da
biologia de parasitos. Nesse sentido, pesquisadores tém feito uso dessas ciéncias na
contemporaneidade para abordar aplicacdes na identificacdo de novas drogas-alvo, estudos de
mecanismo de acdo e resisténcia de intervengdes farmacéuticas e desenvolvimento de novas
vacinas (CANUTO, 2018). Entretanto, ndo é possivel a identificagdo molecular dos
metabolitos apenas pelo genoma, sendo necessario 0 uso de um instrumento sofisticado
concomitante a analise metabolémica para identificacdo e quantificacdo dos metabolitos
(ABDELNUR, 2011). Entretanto, ainda que os métodos analiticos tenham avangado nos
ultimos anos, a cobertura de todos os metabdlitos utilizando apenas uma técnica analitica
ainda é uma limitacdo da metabolémica (BELINATO, 2019).

Acredita-se que dentre as abordagens disponiveis, a espectrometria de massas ¢ um
recurso complementar que pode contornar essas limitacfes e se consolidar como método para
aprimorar estratégias de diagndstico, tratamento de doencas parasitarias, conhecimento da
interacdo hospedeiro-parasita e determinacao de biomarcadores (KOKOVA; MAYBORODA,
2019).

Estudos em metabolémica com S. mansoni demonstraram que essa metodologia pode
ser uma alternativa promissora para diagnostico da esquistossomose por detectar alteracoes
em alguns metabdlitos na presenca da patologia (GARCIA-PEREZ, 2008). O S. mansoni é
um parasito dependente dos metabdlitos do hospedeiro (SAULE et al., 2005) e sua presenca
acarreta uma série de alteracdes moleculares, inclusive no perfil hematoldgico (DALIA, 2002)
e no metabolismo de lipideos (OLIVEIRA, 2017), o que torna essas moléculas promissoras
para abordagens em metaboldmica, uma vez que podem fornecer uma visdo das alteragdes
moleculares envolvidos no processo de infecgdo (KADDURAH-DAOUK et al., 2008) .

2.7 Metabolismo Lipidico

2.7.1 Lipoproteinas
Devido a sua hidrofobicidade, os lipideos necessitam de auxilio para serem
transportados na corrente sanguinea. As lipoproteinas, moléculas responsaveis por essa

funcdo, sdo particulas esféricas constituidas de lipideos hidrofébicos no ndcleo —
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principalmente ésteres de colesterol e triacilglicerol - circundadas por uma monocamada de
fosfolipideos, colesterol e proteinas (MARZZOCO, TORRES 1999).

Tradicionalmente, as lipoproteinas sdo categorizadas segundo sua densidade, tamanho e
composicdo lipidica e proteica. As sete lipoproteinas descritas sdo: Quilomicrons, lipoproteina
de muito baixa densidade (VLDL, very low-density lipoprotein), lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL, Intermediate density lipoproteins); lipoproteinas de baixa densidade
(LDL, low density lipoprotein), lipoproteinas de alta densidade (HDL, high density
lipoprotein) (FEINGOLD e GRUNFELD, 2018). Além da diferenca de tamanho, existem
outros fatores que diferem as lipoproteinas, como densidade, mobilidade eletroforética, local

de sintese e composicao (Tabela 1).

Tabela 1: Aspectos das lipoproteinas.

Parametro Quilomicrons VLDL LDL HDL
Densidade (g/mL) <0,95 0,95-1,006 1,019-1,063 1,063-1,21
Diametro (nm) >70 30-80 18-28 5-12
Mobilidade eletroforética Origem Pré- B B A
Composicéo (% do peso)
Colesterol livre 2 5-8 13 6
Colesterol esterificado 5 11-14 39 13
Fosfolipideos 7 20-23 17 28
Triglicerideos 84 44-60 11 3
Proteinas 2 4-11 20 50
Local de sintese Intestino Figado Intravascular  Intestino e
figado

FONTE: Motta, 2011.

2.7.2 Apolipoproteinas

A porcdo proteica das lipoproteinas é denominada apolipoproteinas, moléculas
anfipaticas, capazes de interagir com compostos polares e apolares. S&o categorizadas em apo
A (apoA-I, apoA-I11 e apoA-1V), apo B (apoB-100 e apoB-48), apo C (apoC-I, apoC-II, apoC-
I11) e apo E (CARVAJAL, 2020). Elas diferem entre si na composi¢do quimica e tamanho.
Quando associadas aos fosfolipidios, colesterol, triglicérides e éster de colesterol, as apo
colaboram com a sintese das lipoproteinas (NOVAK, BYDLOWSKI, 1996).
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A composicéo lipidica associada a porgdo proteica configuram as diferencas estruturais
das lipoproteinas (MOTTA, 2011). Os quilomicrons sdo particulas ricas em triacilglicerol no
centro, circundada pela por¢do polar composta por fosfolipidios e pela porgao proteica, sendo
a apoB-48 o principal constituinte proteico dos quilomicrons. As VLDL, assim como 0s
quilomicrons, sao ricas em triacilglicerol. A apoB-100 configura o principal componente
proteico desta lipoproteina e nas particulas de IDL, concomitantes a apoE, formam a por¢éo
proteica da mesma. (CARVAJAL, 2020).

As LDL e HDL sdo ricas em colesterol. A lipoproteina de baixa densidade possui a
apoB-100 como constituinte proteico. A HDL pode se apresentar em diferentes fracdes (pré
B1-HDL, pré p2-HDL, a3-HDL, o2- HDL ¢ al-HDL). A subdivisdo ocorre em funcéo da sua
densidade, mobilidade eletroforética e tamanho (FEINGOLD e GRUNFELD, 2018 ; SALES,
PELUZIO e COSTA, 2003).

Além de ser parte estrutural fundamental das lipoproteinas, as apolipoproteinas
contribuem para a solubilizacdo dos lipideos no plasma e configuram sitios de
reconhecimento, que possibilitam a ligacdo das lipoproteinas em seus receptores localizados
na superficie celular. A composicdo dessas moléculas é dinamica, sofrendo alteracbes
decorrentes da troca continua de lipideos e apolipoproteinas. A Tabela 2 relaciona as
lipoproteinas com suas respectivas apolipoproteinas e fungdes (MARZZOCO e TORRES
1999).

Tabela 2: Principais caracteristicas das apolipoproteinas.

Apolipoproteina Origem Associagdo com Funcdo
lipoproteina
ApoA-I Figado e intestino HDL Ativa LCAT, interage
com transportador ABC
ApoA-II Figado HDL Inibe LCAT
ApoA-IV Intestino QM ,VLDL, HDL Modula atividade da

LCAT e LPL, inibe
oxidacéo lipidica
ApoB-48 Intestino QM Principal componente
estrutural dos

quilomicrons
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ApoB-100
ApoC-I
ApoC-II
ApoC-IlIl

ApoE

Figado
Figado
Figado
Figado

Figado

VLDL, LDL
VLDL, HDL
QM, VLDL, HDL
QM, VLDL, HDL

QM, VLDL, HDL

Ligante do receptor LDL
Ativaa LCAT
Ativaa LPL
Inibe a lipase
lipoproteica
Ligante para o receptor
LDL

FONTE: Feingold e Grunfeld, (2018). LCAT: Lecitina Colesterol Acil-Transferase; LPL: Lipase

Lipoproteica

2.7.3 Metabolismo das lipoproteinas

Segundo Costa (2004), o metabolismo de lipideos possui um ciclo exdgeno, no qual 0s

lipideos provenientes da dieta sdo transportados pelos quilomicrons (Figura 9), e um ciclo

enddgeno, caracterizado pelo transporte dos lipideos originarios do figado por meio das

VLDL e LDL e o transporte reverso de colesterol, cujo protagonista na execucao sdo as HDL
(Figura 10) (apud MORIGUCHI, 2001, p. 12 — 18).
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Figura 9: Mobilizagéo, digestdo e transporte de lipideos da dieta. As gorduras provenientes da dieta sdo
submetidas ao processo de digestdo, dependente da bile e das lipases (1 e 2). Ap6s a degradacdo dos
triacilglicerdis, os acidos graxos e o glicerol sdo absorvidos (3) e reesterificados formando os TAG, que serdo
incorporados ao colesterol e apolipoproteinas, formando o quilomicrons (4). Os quilomicrons deslocam-se pelo
sangue e sistema linfatico (5). Nos capilares dos tecidos, a lipase lipoproteica é responsavel pela degradagéo dos
triacilglicerois (6). Os produtos da degradagdo entram nas células. Nos adipécitos sdo reesterificados para
armazenamento, nos musculos sdo oxidados para obten¢do de energia (7 e 8).

M

Gorduras ( )
ingeridas na —
dieta) Miécito ou adipécito
/.4/ \‘\ - Armazenamento
' o £ © Os acidos
I L Q'lp graxos sao
f | o= | 1 CO, oxidados como
l lﬁ V;s:cula \\ N Il combustiveis ou
iliar \ | / | esterificados
I
) | :;(,—-_) / [ | { 415 novamente para
/ ( T’I S i ‘ | armazenamento.|
[\ e : @ Osacidos graxos entram
\ nas células.
© Ossais biliares Lipase lipoproteica
emulsificam as Mucosa
gorduras da dieta intestinal @ Alipase lipoproteica,
no intestino fielgado, ativada por apoC-ll nos
fo'rmando micelas capilares, converte
mistas. triacilglicerdis em acidos
graxos e glicerol.

@ As lipases intestinais di » / @ Osquilomicrons movem-se
degradam os ’4\_‘:3 Y / pelo sistema lin[fético epela
iacilgliceréis. s corrente sanquinea para
TR gamncs © Osacidos graxos e outros Quilomicron os tecidos. i
produtos da degradacao sao @ Ostriacilgliceréis sao incorporados com
absorvidos pela mucosa intestinal e colesterol e apolipoproteinas,
convertidos em triacilgliceréis. nos quilomicrons.

FONTE: Nelson e Cox, 2014.
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Figura 10: Metabolismo das lipoproteinas. Os lipideos provenientes da dieta sdo digeridos, absorvidos e
incorporados a apolipoproteinas formando os quilomicrons. Estes por sua vez sofrem lipdlise e os quilomicrons
remanescentes pobres em lipideos adentram o figado por meio de receptores da apoE e apoB-48. Os
quilomicrons remanescentes podem ser oxidados para obtencdo de energia ou serem precursores de corpos
cetbnicos. No figado, quando os &cidos graxos estdo em excesso na dieta, estes sdo incorporados a apoB-100 e
apoE, formando as VLDL, que transportam triacilglicerois e colesterol endégeno para os tecidos. Durante esse
processo, as VLDL séo hidrolisadas pela lipase lipoproteica, gerando acidos graxos livres que retornam para o
figado por meio da albumina sérica. As VLDL remanescentes sdo transformadas em IDL, que adentram o figado
por meio dos receptores da apoB-100 e sao hidrolisadas pela lipase hepatica, originando as LDL. Os receptores
da apoB-100, disposta na superficie das LDL, permitem a entrada destas nas células, no qual por acgéo lisossomal
sdo hidrolisadas e liberam colesterol para as células. O efluxo desse colesterol para o figado € um processo
dependente das HDL. Sua sintese tem inicio com a esterificacdo do colesterol presente em particulas contendo
apoA-I1, processo mediado pela LCAT. A CETP é responsavel pela transferéncia de ésteres de colesterol e
triacilglicerdis entre as HDL e IDL. Ap6s a maturacdo das HDL, estas transportam o colesterol presente nos
tecidos para o figado.

Dietary fat, cholesterol

e

Intestine [

Phospholipid Protein Cholesteryl
(PL)

Al

A |'l
A Nascent > CE
ALY =N HDL LCAT HDL CETP
Chylomicron PLTP
Cholesterol,

FONTE: Lujis e Pajukanta (2008).

Legenda: HDL: Lipoproteina de alta densidade; IDL: Lipoproteina de densidade intermediéria, LDL:
Lipoproteina de baixa densidade; VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade. LCAT: Lecitina
colesterol aciltransferase; CETP: Proteina de transferéncia de ésteres de colesterol; TG: Triacilglicerol;
CE: Esteres de colesterol.

Estudos descrevem que processos infecciosos e inflamatérios induzem uma resposta de
fase aguda, processo caracterizado por alteracdo nos niveis de expressdao de algumas
proteinas. Acredita-se, que devido a possibilidade de algumas altera¢cbes acometerem algumas
proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos, a resposta de fase aguda € um fator
associado ao aumento do risco de aterosclerose. Os macrofagos possuem um papel

significativo nesse processo, uma vez que utiliza os lipideos como fonte energética e no
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processo de desenvolvimento da placa aterosclerotica se diferenciando em célula espumosa,
contribuindo com a formacéao da placa. Além disso, a resposta de fase aguda é uma condicéo
que esté associada a diminuicdo dos niveis de HDL e aumento dos triglicérides (FEINGOLD.;
GRUNFELD, 2010).

Recentemente, um trabalho realizando uma analise protedmica quantitativa baseada em
espectrometria de massas no intuito de compreensao da relacdo parasito-hospedeiro, aplicado
ao contexto da esquistossomose, demonstrou que a presenca do agente etioldégico no
hospedeiro vertebrado acarreta uma série de alteragdes na expressao de proteinas associadas
ao metabolismo lipidico (GONCALVES-SILVA, 2019). Utilizando uma abordagem
protedmica em larga escala, aplicada ao plasma de camundongos da linhagem BALB/c frente
a esquistossomose, identificou-se um conjunto significativo de moléculas diferencialmente
expressas (Figura 11), parte destas proteinas plasmaticas, realizam intera¢cdes complexas entre

si, atuando no metabolismo e transporte de lipideos, e no metabolismo de fosfolipideos.
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Figura 11: Proteinas diferencialmente expressas. A) Heatmap das 129 proteinas diferencialmente expressas
encontradas no proteoma plasmatico de camundongos da linhagem BALB/c, em verde proteinas reguladas
negativamente e em vermelho proteinas reguladas positivamente. A primeira coluna é referente ao grupo
controle. A segunda a animais infectados com S. mansoni em 5 semanas e a terceira coluna se refere a animais
infectados em 7 semanas. B) Rede de interacdo de proteinas diferencialmente expressas associadas ao

metabolismo lipidico, em amarelo; ao transporte de lipideos, em verde; e ao metabolismo de fosfolipideos, roxo.

B)

Westads & men
B s 7 anm

FONTE: Adaptado de GONCALVES-SILVA, (2019).

Nesse cenario, acreditamos que a infeccdo experimental por S. mansoni promove
alteracbes no proteoma do hospedeiro vertebrado que estdo relacionadas a possiveis
desordens no metabolismo de lipideos e nos pardmetros hematol6gicos do hospedeiro.
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3. Objetivos

3.1  Objetivo Geral

Analisar as alteracGes decorrentes da infeccdo experimental por S. mansoni nos
parametros hematoldgicos e lipidicos no hospedeiro vertebrado, com o intuito de propiciar a
compreensdo dos mecanismos moleculares associados as alteragdes observadas e potencial de

prospecgédo de biomarcadores da doenca.

3.2  Objetivos especificos

3.2.1 Manutencdo do ciclo biolégico de S. mansoni em camundongos da linhagem
C57BLY/S6;

3.2.2 Analise dos parametros hematologicos de camundongos controles e infectados por S.
mansoni nos periodos de trés, cinco e sete semanas;

3.2.3 Andlise do perfil lipidico de animais controles e infectados por S. mansoni nos
periodos de trés, cinco e sete semanas;

3.2.4 Analise protebmica composicional por meio de espectrometria de massas do soro de
camundongos controles e infectados por S. mansoni, para obtencdo de um repertorio de

moléculas associadas ao metabolismo lipidico e sua regulagdo na infecgdo pelo parasito.
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4. Metodologia

4.1  Manutencéo do Ciclo Biologico de Schistosoma mansoni

Cercérias de S. mansoni, da cepa/linhagem LE, foram obtidas a partir do Laboratorio de
Helmintologia e Malacologia Médica do Instituto René Rachou (Fundagédo Oswaldo Cruz) em
Belo Horizonte - Minas Gerais. Estas foram utilizadas para infectar camundongos (Mus
musculus) da linhagem C57BL/6.

O procedimento para a infeccdo deu-se, inicialmente, pela aplicacdo intraperitoneal de
Cloridrato de Cetamina 10% (Dopalen) a 8 mg/kg e Cloridrato de Xilazina 2% (Anasedan) a
4 mg/kg. Apos constatado a perda do tdnus muscular e dos sentidos do animal, posicionou-se
a cauda previamente molhada, para propiciar a penetracdo percutanea, em uma suspencgao
contendo 250 cercérias durante 30 minutos. Apos passado o tempo estabelecido, a cauda dos
animais foi retirada da suspensdo e apds recuperacdo do efeito do anestésico eles foram
alocados em microisoladores. Os camundongos foram mantidos e acompanhados por até 49
dias apds a infeccdo nas dependéncias do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto. A maravalha, racdo e 4gua foram trocadas semanalmente durante todo
0 periodo que os animais permaneceram no CCA. Todos os procedimentos envolvendo
animais foram aprovados pelo Comité de Etica de Utilizacdo de Animais, CEUA-UFOP, sob
0 protocolo 2017-34.

4.2 Delineamento experimental

Os animais tinham 8 semanas de vida no momento da infec¢cdo. A coleta de amostra foi
dividida em trés periodos diferentes ap6s a infeccdo dos animais, como mostra a Figura 12.
Os periodos estabelecidos para coleta correspondem, as etapas iniciais da fase aguda, 3 e 5

semanas e ao apice desta no modelo murino, 7 semanas (Pearce e Macdonald, 2002).
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Figura 12: Delineamento experimental dos periodos de coleta de amostras. O momento da infec¢do é
representado pelo tempo 0 (zero). Posteriormente a infeccdo, os camundongos foram divididos em grupos de 3, 5

e 7 semanas para coleta de amostras nestes trés periodos diferentes.

Delineamento experimental

0 21 35 49

Dias de experimento
Eutandsia e coleta de
Infeccao amostras na 5% semana
apos ainfecgdo

Eutandsia e coleta de Eutandsia e coleta de
amostras na 3° semana apos amostras na 7° semana
ainfecgdo apos ainfecgdo

Utilizou-se camundongos da linhagem C57BL/6, com uma populacdo constituida de 75
animais, no qual 32 pertenciam ao grupo controle e 33 ao grupo infectado. Durante o
experimento, houve a perda de 10 animais, consolidando uma amostra final de 65
camundongos. Os animais foram subdivididos em grupos de 3, 5 e 7 semanas ap6s a infeccdo

para a coleta de amostras nestes trés periodos, como mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Delineamento experimental dos camundongos da linhagem C57BL/6. Os animais foram
divididos em grupo controle e infectado. Posteriormente, foram subdivididos em grupos de 3, 5 e 7 semanas de
infeccdo. Apds a eutanasia, obteve-se o0 peso corporal e do bago, coletou-se sangue para a realizacdo do
hemograma. Parte do sangue total coletado foi centrifugado para obtencdo do soro, no qual foi utilizado para
realizar analise do lipidograma e da protedmica.
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4.3 Obtencao de amostras

Inicialmente, aplicou-se na regido subperitoneal do camundongo, solucdo contendo
Cloridrato de Cetamina 10% (Dopalen) a 24 mg/kg e Cloridrato de Xilazina 2% (Anasedan) a
12 mg/kg. Apds constatado a perca do ténus muscular e dos sentidos do animal, direcionou-se
0 mesmo para balanca para obtencéo de seu peso corporal. Os animais foram submetidos ao
procedimento para coleta de sangue total, soro, excisdo do baco para pesagem, e pesagem
corporal. A cavidade abdominal e toracica do camundongo foi exposta para obter acesso a
veia cava inferior. Por meio de um corte nesta, coletou-se o sangue com auxilio de pipeta.
Cerca de 100 pL de sangue foram coletados adicionando-se heparina sddica (180 Ul) como
anticoagulante, mantendo sob homogeneizacédo e temperatura ambiente até cerca de uma hora,

em seguida analisou-se os parametros hematoldgicos. Em paralelo, aproximadamente 250 pL
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de sangue foram coletados no intuido de obter amostras de soro livre de hemolise, assim apds
a coleta, as amostras foram submetidas a temperatura ambiente por cerca de uma hora.

O sangue obtido foi centrifugado (Eppendorf Centrifugue 5415C Brinkmann
Instruments Inc) a 548 x g por 15 minutos. Posteriormente, coletou-se 0 sobrenadante e
transferiu-se para um novo tubo. Foi realizada uma nova centrifugacdo de mesma velocidade,
porém durante 30 minutos. Apos a coleta do sobrenadante, o soro foi transferido para um
novo tubo e armazenado em -80°C até analise. Ap0s a coleta de sangue total e soro, excisou-
se 0 bago do animal utilizando pinca e tesoura cirdrgica, pesando-o0 logo em seguida, para

determinacéo da relacdo peso do baco e peso corporal.

4.4 Andlise dos Parametros Hematologicos

Apo6s a coleta de amostras de sangue total, este foi submetido ao analisador
hematoldgico BC-2800 (Mindray), no qual o ciclo de analise pode ser dividido em trés
momentos: aspiracdo, diluicdo e mistura. Por meio de uma sonda no equipamento, foram
coletados 13 pL de sangue total e ap6s aproximadamente 10 minutos de analise, 0os seguintes
parametros hematoldgicos foram obtidos: Hemoglobina, Hematdcrito, Eritrécitos, Volume
Corpuscular Meédio, Hemoglobina Corpuscular Média, Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média, Amplitude de Distribuicdo dos Glébulos Vermelhos (RDW), Leucdcitos
totais e Plaquetas.

4.5 Andlise do Perfil Lipidico

O perfil lipidico foi investigado através da dosagem em amostras de soro de
Triglicérides, Colesterol Total e Colesterol HDL, com kits de andlise cedidos pela Bioclin-
Quibasa. Os valores de VLDL foram obtidos através da divisdo dos resultados obtidos de
Triglicérides por 5, conforme ja estabelecido na literatura (XAVIER, 2013). Os niveis de
Colesterol LDL obtidos resultaram da férmula de Friedewald, conforme preconizado pela
Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Prevencdo da Aterosclerose (FALUDI, 2017).

TAG
LDL = CT — HDL — "

Onde: LDL corresponde a Lipoproteina de baixa densidade; CT: ao Colesterol total;
HDL: Lipoproteina de alta densidade e TAG sendo triglicérides.
No momento da analise, as amostras foram acondicionadas a temperatura ambiente

para descongelamento. Ap6s o descongelamento completo, foram homogeneizadas e
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transferidas para os vials do equipamento (Calm SBA2000, Medsystem). A determinacao dos
valores de colesterol e triglicerideos se baseia no principio do teste colorimétrico enzimatico,
obtendo-se valores de absorbancia da amostra, e posteriormente alcancando-se seus

respectivos resultados bioldgicos.

4.6 Eletroforese Bidimensional (2D SDS PAGE)

4.6.1 Preparo da amostra

Foram confeccionados dois géis bidimensionais de 13 cm, um para cada condi¢do
avaliada: controle e infectado em sete semanas. Inicialmente realizaram-se as dosagens das
proteinas séricas (PIERCE™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific) de
camundongos da linhagem C57BL/6 das condigdes controle e infectado com 7 semanas de
infeccdo. Utilizou-se 175 ug de proteinas para cada gel. Adicionando 10 pL de
Ditiotreitol (DTT) 25% (p/v), 2 uL de IPG Buffer Linear, adequado para a faixa de pH 3-10,
e alcancando o volume final de 250 uL com Tampédo de Reidratacdo (Ureia 7 M; Tioureia 2
M; CHAPS 4%; Azul de Bromofenol 0,002%).

4.6.2 Isoeletrofocalizacéo

Adicionaram-se as amostras nas Strips de pH 3-10, néo linear, de 13 cm (Immobiline™
GE Healthcare) nos sarcofagos selando-as com Cover Fluid (GE). O isoeletrofocalizador
(Ettan IPGphor 3, GE) foi programado para 13 horas de reidratacdo dos géis, seguida de
isoeletrofocalizagdo com trés passos: 500 volts durante 1 hora, 1000 volts por 1 hora, 8.000
volts por 2:30 horas. Posteriormente, ao término da focalizacdo isoelétrica, as strips foram
submetidas a uma solucéo de 1% de DTT em solucdo de equilibrio (uréia 6M; Tris-HCI pH
8.8 1.5M; glicerol 30%; SDS 2%; azul de bromofenol 1%) por 15 minutos para reducdo das
pontes dissulfeto, e em seguida, adicionou-se iodoacetamida (IAA) a 4% em solucdo de
equilibrio pelo mesmo tempo, para alquilacdo dos residuos de cisteina. Depois de decorrido o

periodo necessario, procedeu-se a segunda dimensao.

4.6.3 Segunda dimenséo
Para a separagdo das proteinas pela massa molecular as Strips foram posicionadas em
um gel de acrilamida/bisacrilamida a 12% e revestidas com solucdo de agarose 1%. O padréao

de massa molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker, Thermo
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Scientific/ColorBurstTM Electrophoresis Marker, Sigma Aldrich) foi adicionado e a
eletroforese sucedeu-se sob as seguintes condigfes: 200 V e 25 mA/gel, com duracdo de

aproximadamente 8 horas.

4.6.4 Coloracado com Coomassie Blue G-250

Apbs a eletroforese, submeteu-se 0 gel a coloracdo com Coomassie Coloidal G-250
(NEUHOFF et al., 1988) adicionando o gel sob agitacdo constante em 100 mL de solugéo de
acido fosforico (2%) e etanol (30%) overnight. Posteriormente, o gel foi imerso em 100 mL
de solucéo de acido fosforico (2%) durante 10 minutos sob agitacdo constante, realizando este
passo trés vezes. Em seguida, o gel foi submetido a uma solucdo de acido fosforico (2%),
etanol (18%) e sulfato de amoénio (15%), por 30 minutos. Por fim, adicionou-se 1 mL de
Coomassie Blue G-250 2% em novos 100 mL desta solucéo, o gel foi submetido a agitacao

constante por 48 horas.

4.7 Andlise protedmica composicional por meio de espectrometria de massas

4.7.1 Digestéo enzimatica de amostras de soro

Utilizou-se soro de camundongos da linhagem C57BL/6, nas condi¢des controle e
infectado, ambos em 7 semanas de infeccdo, em triplicada bioldgica. Para a digestdo triptica
das proteinas séricas, iniciou-se o protocolo de digestdo em solucdo utilizando 30 pg de
proteinas solubilizadas em 160 pL de Bicarbonato de Amonio 25 mM. Adicionaram-se 10 pL
de RapiGest™ 1% (p/v) (Waters), incubando a 80°C, em termobloco (BIO-PLUS IT-2002
Incubator), por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas em DTT 9,2 mg/mL
(Sigma Aldrich) a 60°C por 10 minutos, apés, foram submetidas a alquilacdo com
lodoacetoamida 33 mg/mL (Sigma Aldrich), ao abrigo da luz a temperatura ambiente, durante
30 minutos. Apds a alquilacdo dos residuos de cisteina, adicionou-se a enzima Tripsina
(Sequencing grade modified trypsin; Promega, Madison, EUA), na propor¢do de 50:1
(proteina:enzima), incubando-as a 37°C por 18 horas. Posteriormente, inativou-se o
RapiGest'™ pela adicio de Acido Trifluroacético (Sigma Aldrich) a 1%.
Incubaram-se novamente as amostras a 37°C, em termobloco, por 30 minutos, centrifugando
apos este periodo, a 20.000 x g, por 15 minutos, a 7°C (Hettich Zentrifugen Mikro 200R). O
sobrenadante foi obtido e direcionado a plataforma de UHPLC-MS/MS.
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4.7.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Apos a digestdo triptica das proteinas séricas, aplicou-se 400 ng de peptideos na
plataforma UHPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). Os
peptideos foram direcionados a coluna Acclaim PepMap100 Cig NanoTrap Column (100 pm
i.d. x 2 cm, 5 pm, 100 A; Thermo Scientific). Os peptideos retidos na pré-coluna foram
eluidos durante 3 minutos em 3,8% MeCN/0,1% TFA, em um fluxo de 5 pL/min, antes de
serem submetidos a separacdo em nano cromatografia liquida de fase reversa, ocorrendo na
coluna Easy Acclaim PepMap100 Cis (75 pm i.d. x 10 cm, 2 um, 100 A; Thermo Scientific),
em gradiente de acetonitrila a partir da combinacdo das fases A (0,1% acido formico) e B
(80% MeCN/0,1% acido férmico), sob fluxo de 0,300 pL/min, como a seguir: 3,8% de B
durante 2 minutos, para equilibrar a coluna; em seguida, 3,8% - 40% de B até completar 110
min, aumentando até 85% de B em 121 min; e condicionamento do sistema com 3,8% de B
até 140 min. Os peptideos apds passarem pela plataforma de separacdo de UHPLC foram
direcionados ao espectrémetro de massas Q Exactive (Thermo Scientific), sendo ionizados
por meio da fonte de ionizacédo electrospray Nanospray Flex lon Source (Thermo Scientific),
operada a 3,45kV, em modo positivo. A temperatura do capilar de entrada foi mantida a
250°C e o nivel RF das S-lens em 50. A aquisicdo dependente de dados (DDA) foi realizada
em Topl2. Os espectros de ions precursores (MS) foram adquiridos em janela de massa/carga
de 300 - 2.000, realizado com resolucdo de 70.000 em tempo méaximo de injecdo de 120 ms
para 1e6 ions. Até os 12 ions mais abundantes por cada espectro MS, foram selecionados e
isolados em janela de 2,0 m/z para dissociacdo por dissociacdo de colisdo de alta energia
(High energy Collision Dissociation), exibindo carga > +2 até <+4 e contagem de 5e5 ions em
até 120 ms de injecdo (threshold 1.0e5). A ativacdo dos ions precursores se deu com energia
de colisdo normalizada em 28-30V, os espectros de ions produtos (MS/MS) foram adquiridos
com resolucéo de 35.000, com tempo de exclusdo dindmica de 40 ms.

4.7.3 Busca de Identidades

Os dados espectrais foram submetidos a busca de identidades utilizando-se o programa
PEAKS Studio v8.5 (Bioinformatics Solutions Inc.). Os pardmetros de busca utilizados foram:
digestdo pela enzima Tripsina com no maximo 2 sitios de clivagem perdidos;
carbamidometilacdo de residuos de cisteinas (+57,02 Da) e oxidacdo de metioninas (+15,99
Da); tolerancia de até 10 ppm para ions precursores (MS) e de até 0,1 Da para ions produtos
(MS/MS).
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Utilizou-se o banco de dados de proteinas referente a Mus musculus disponivel na
plataforma UNIPROT, contendo 55.398 sequéncias, a linhagem de camundongo usada para
obtencdo do proteoma desta espécie foi C57BL/6J (UNIPROT, 2016). As identificacGes de
proteinas obtidas foram filtradas com um False Discovery Rate (FDR) de 1%, e um p-valor

<0,05, considerando as proteinas que possuem ao menos um peptideo unico.

4.8 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism v8.0 (San
Diego, California, EUA). Efetuou-se a analise dos valores obtidos do peso corporal, peso do
baco, dos parametros hematologicos, e do perfil lipidico a fim de avaliar diferencas
estatisticas significativas (p<0,05) entre as condi¢bes controle e infectado nos periodos
investigados. Para tal, inicialmente foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-
Wilk para avaliacdo da distribuicdo dos dados. O test t foi aplicado nos dados com
distribuicdo paramétrica. Para os valores que apresentaram distribuicdo ndo paramétrica
utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Os dados foram expressos com a média e 0 desvio

padréo.
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5. Resultados

5.1 Avaliacao da infeccéo e progressao da esquistossomose mansoni no modelo murino
Foram obtidos os pesos corporais e 0s pesos dos bacos dos camundongos controles e
infectados a fim de avaliar a progressao da doenca nos animais. A partir destes valores,
avaliou-se a relacdo do peso do baco e peso corporal. A Figura 14 retrata os dados
observados.
Figura 14: Peso corporal, peso do baco e razdo peso bago/corporal dos camundongos da linhagem
C57BL/6. A) Apresenta os valores de peso corporal de animais controle e infectados em 3, 5 e 7 semanas B)
Apresenta o peso do baco de animais controle e infectados em 3, 5 e 7 semanas C) Apresenta a razdo peso do
baco/peso corporal de animais infectados em 3, 5 e 7 semanas. Utilizou-se o test t e o teste de Mann-Whitney,
devido a distribuicdo paramétrica e ndo paramétrica de alguns valores, para avaliar as diferencas significativas

entre as condi¢des. Os asteriscos indicam p<0,05. Os graficos apresentam as medias aritméticas e os desvios
padrdes, onde: 3s: 3 semanas de infeccdo, 5s: 5 semanas e 7s: 7 semanas de infecco.
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C) Relagédo Peso do Bago e Peso Corporal
34

Peso Bago/Peso Corporal = 100

O peso corporal e o0 peso do bago foram avaliados em 3, 5 e 7 semanas apoés a infecgéo,

em animais controles e infectados. Em 7 semanas houve redugdo do peso corporal, com
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diferenca significativa (p=0,0023). Os valores do peso do baco se apresentaram maiores nos
animais infectados em comparacdo com os grupos controles, demonstrando diferengas
significativas em todos os periodos avaliados. A razdo peso do bagco/peso corporal, apresentou

aumento em 3 e 5 semanas nos animais infectados em comparacéo ao grupo controle.

Apds a eutanésia dos camundongos, foi realizada uma analise qualitativa do figado nos
animais infectados em 5 e 7 semanas e foi observado granulomas, que se intensificaram na
sétima semana de infeccdo. N&o foram encontradas alteracGes hepaticas macroscopicas nos
grupos controle. Além disso, observou-se uma diferenca macroscépica do tamanho do baco

dos animais controles e infectados, demonstrando esplenomegalia nos animais infectados.

5.2 Analise de Hemograma
Realizou-se 0 hemograma dos animais dos grupos controles e infectados. Os dados
apresentados na Figura 15 demostram os resultados de hemoglobina, hematdcrito e

eritrocitos, em animais controles e infectados no periodo de 3, 5 e 7 semanas.
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Figura 15: Resultados de hemoglobina, hematécrito e eritrdcitos em animais controles e infectados em 3, 5
e 7 semanas. A) Niveis de hemoglobina nos camundongos controles e infectados. B) Valores obtidos referentes
a dosagem de hematocrito. C) Concentracdo de eritrécitos. Utilizou-se o test t e 0 teste de Mann-Whitney,
devido a distribuicdo paramétrica e ndo paramétrica de alguns valores, para avaliar as diferencas significativas
entre as condigdes. Os asteriscos indicam p<0,05.
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Os resultados observados indicam a presenca de anemia em animais infectados na
sétima semana de infeccdo (p=0,0105). A dosagem de hematocrito indicou a diminuigdo dos
respectivos valores em animais infetados na 7° semana, em comparagdo seu grupo controle,
com diferenca significativa (p=0,0191). Além disso, observou-se eritropenia, na sétima
semana de infecgéo (p=0,0212).

Outros indices eritrocitarios apresentaram alteracdes, embora ndo tdo exacerbadas. Os

niveis de Hemoglobina Corpuscular Média (MCH) e a Concentracdo de Hemoglobina
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Corpuscular Média (MCHC) se apresentaram maiores em 3 semanas nos animais infectados

em relagéo ao grupo controle (Figura 16).

Figura 16: Indices hematimétricos de camundongos da linhagem C57BL/6 nas condigdes de controle e
infectado em 3, 5 e 7 semanas. A) Volume Corpuscular Médio B) Hemoglobina Corpuscular Média C)
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média D) Amplitude de Distribuicdo dos Globulos Vermelhos. Os
asteriscos indicam p<0,05.
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A Tabela 3 apresenta os valores das medias aritméticas dos indices hematimétricos
obtidos dos animais pertencentes ao grupo controle e a Tabela 4 apresentam os valores

médios referentes aos animais do grupo infectado.
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Tabela 3: Valor médio dos parametros hematolégicos dos animais do grupo controle em 3, 5 e 7 semanas.
Resultados obtidos da dosagem dos demais parametros hematoldgicos analisados. 3s: 3 semanas, 5 s: 5 semanas
e 7s: 7 semanas.

Parametros Resultados Valor de Referéncia
3s 5s 7s

Volume Corpuscular Médio 46,4 47,41 48,72 43.4 —47.8 fL (SANTOS,
2016).

Hemoglobina Corpuscular 17,36 18,10 16,15 14.8 - 17.6 pg (SANTOS,
Média 2016).

Concentracdo Hemoglobina 37,83 38,73 33,23 29.3 -35.9 % (SANTOS,
Corpuscular Média 2016).

Amplitude de Distribuicéo 12,3 12,20 13,02 -
dos Globulos Vermelhos
(RDW)

Tabela 4: Valor médio dos parametros hematol6gicos dos animais do grupo infectado em 3, 5 e 7 semanas.
Resultados obtidos da dosagem dos demais parametros hematoldgicos analisados. 3s: 3 semanas, 5s: 5 semanas e
7s: 7 semanas.

Parametros Resultados Valor de Referéncia
3s 5s 7s

Volume Corpuscular Médio 45,86 46,56 49,4 43.4 - 47.8 fL (SANTOS,
2016).

Hemoglobina Corpuscular 19,15 19,05 16,05 14.8 —17.6 pg (SANTOS,
Média 2016).

Concentracdo Hemoglobina 43,06 41,41 32,61 29.3 - 35.9 % (SANTOS,
Corpuscular Média 2016).

Amplitude de Distribuicdo 12,44 12,49 14,07 -
dos Gloébulos Vermelhos
(RDW)

A Figura 17 denota os valores obtidos da dosagem de leucdcitos globais e plaquetas.
Foram observadas diferencas estatisticas nas andlises de leucdcitos globais com diferenca

significativa nos trés periodos avaliados, resultando em leucocitose nos animais infectados em
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comparacdo ao grupo controle. Ndo foram observadas alteracGes significativas referentes a
dosagem de plaquetas.

Figura 17: Valores de leucécitos e plaquetas obtidos da dosagem sanguinea de camundongos controles e
infectados. A) Valores referentes a dosagem de leucécitos B) Niveis de plaqueta. Utilizou-se o test t e o teste de
Mann-Whitney, devido a distribuicdo paramétrica e ndo paramétrica de alguns valores, para avaliar as diferencas
significativas entre as condigdes, os asteriscos indicam p<0,05.
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5.3 Analise do Lipidograma

A realizacdo do lipidograma ocorreu em animais controles e infectados em 3, 5 e 7

semanas. As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados obtidos da dosagem dos lipideos do
soro de camundongos.
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Figura 18: Valores de colesterol total e triglicérides em camundongos C57BL/6, controles e infectados em
3, 5e 7 semanas. A) Niveis de colesterol total nos grupos controles e infectados em 3, 5 e 7 semanas. B) Valores
obtidos de triglicérides nos periodos avaliados. Utilizou-se o test t e o teste de Mann-Whitney, devido a
distribuicdo paramétrica e ndo paramétrica de alguns valores, para avaliar as diferencas significativas entre as
condigdes, os asteriscos indicam p<0,05.
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Observou-se aumento dos niveis de colesterol total em 3 e 7 semanas nos animais
infectados em relagdo ao grupo controle. Todavia, na quinta semana os animais infectados
apresentaram uma diminuicdo desses niveis, em comparacdo ao grupo controle. Por outro
lado, os niveis de triglicérides diminuiram nos animais infectados em 5 semanas (p= 0,0027)
e 7 semanas (p=0,0196).
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Figura 19: Dosagem de lipoproteinas plasmaticas em camundongos C57BL/6 controles e infectados. A)
Niveis da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). B) Valores obtidos da dosagem da lipoproteina de
baixa densidade (LDL). C) Niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL). Os asteriscos indicam p<0,05.
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A dosagem de VLDL demonstra uma diminuicdo desta lipoproteina nos animais
infectados, em relacdo ao grupo controle, em 5 e 7 semanas, com diferenca estatistica
significativa. Os niveis de LDL foram maiores nos animais infectados em 7 semanas (p=

0,0025). N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas nos valores de HDL.

5.4 Eletroforese bidimensional de amostras de soro

Avaliou-se o perfil eletroforético de amostras de soro de camundongos da linhagem
C57BL/6, nas condigdes controle e infectado em 7 semanas. Para tal, foram confeccionados
dois géis bidimensionais de 13 cm, corados com Coomassie G-250 (Figura 20).
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Figura 20: 2D SDS PAGE de amostras de soro de camundongos da linhagem C57BL/6 controle e infectado em 7 semanas. Géis de poliacrilamida 12%, pH 3-10 nédo
linear, 13 cm, corados com Coomassie G-250. A) Gel bidimensional na condicdo controle em 7 semanas. B) Gel bidimensional na condicdo infectado em 7 semanas. As setas
evidenciam as principais altera¢des nas amostras de individuos infectados.
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Os perfis eletroforéticos bidimensionais das amostras de soro apresentaram diferencas
entre as condi¢Oes avaliadas. Observaram-se nitidas alteracBes no perfil composicional,
demonstradas por spots unicamente presentes no gel referente ao grupo infectado. Nesse
sentido, por meio de eletroforese ja € possivel observar que a doenca promove alteracbes na

composicao do soroproteoma do hospedeiro vertebrado.
5.5 Analise protedmica baseada em espectrometria de massa

Soros de camundongos da linhagem C57BL/6, de grupos controles e infectados em 7
semanas, analisados em triplicata bioldgica, foram utilizados para a avaliacdo protedmica
baseada em espectrometria de massas. A tabela 5 demonstra os indicadores obtidos pela
plataforma UHPLC-MS/MS. Observou-se o nimero dos grupos de proteinas identificadas e
indicadores correspondentes, demonstrando que 10,46 % (4202 Peptide-Spectrum Matches)

dos espectros MS? obtidos, foram utilizados na busca de identidades.

Tabela 5: Amostras de soro direcionadas a plataforma UHPLC-MS/MS e subsequentes indicadores.

Indicadores Resultados
# Espectros MS* 158989
# Espectros MS? 40171
Peptide-Spectrum Matches
(PSM) 4202
Sequéncias de peptideos 403
Proteinas 211
Grupos de proteinas 115
Proteinas com peptideos Unicos 36 (>2); 35 (=2); 140 (=1)

As amostras de soro provenientes de animais controles e infectados, submetidas a
plataforma de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, resultaram na
identificacdo de 403 peptideos tripticos, distribuidos em 211 proteinas. Estas estdo contidas
em 115 grupos de proteinas. A analise protedmica culminou na identificacdo de 23 grupos de
proteinas unicamente presentes em amostras do grupo controle, 73 grupos sdo compartilhados

entre as amostras e 19 foram identificados somente no grupo infectado (Figura 21).
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Figura 21: Distribuicdo dos grupos de proteinas entre as condi¢cdes controle e infectado. A maior parte das
identidades foram compartilhadas entre os grupos, contudo, a analise protedmica demonstrou proteinas
unicamente presentes em cada condicao.
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A Figura 22, demonstra a natureza complexa do soroproteoma, caracterizado por uma
diversidade baseada em uma grande concentracdo de proteinas, intrinsicamente refletidas em
uma grande variacdo dindmica. Nos 115 grupos de proteinas identificadas (Tabela 6),
observou-se que somente poucas identidades sdo responsaveis pela maior parte da abundancia
das moléculas distribuidas no soro, particularmente exemplificada pela albumina sérica.
Contudo, a plataforma de espectrometria de massas demonstrou-se capaz de revelar espectros
de moléculas correspondentes as proteinas de alta, média e baixa abundancia, mesmo que esta

ultima se encontre em menor ndmero.
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Figura 22: Natureza do soroproteoma. A) Abundancia das proteinas determinada pela area sobre a curva. B)
A variacdo dindmica em escala logaritmica demonstra uma cobertura de cinco ordens de magnitude pela
plataforma de espectrometria de massas. C) A abundancia acumulativa revelou que de fato, poucas proteinas
contribuem com a grande distribuicdo do contelido proteico no soroproteoma identificado. D) Histograma de
frequéncia, apds conversdo dos valores de area para Log2, observou-se que a distribuicdo dos valores ndo
assume uma distribuicdo gaussiana.
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Tabela 6: Proteinas identificadas em amostras de soro de animais controles e infectados em 7 semanas.

] Area Area
NuUmero de Acesso  Descricao Peptideos Unicos Massa (Da) Controle Infectado
P07724 Serum albumin 35 68693 2,53E+10  2,84E+10
AOA075B5P6 Immunoglobulin heavy constant mu 12 50063 2,81E+09  3,13E+09
Q92111 Serotransferrin 29 76724 2,21E+09 2,30E+09
AOA075B5P4 Ig gamma-1 chain C region secreted form 5 35752 8,54E+08  8,97E+08
Q00623 Apolipoprotein A-I 10 30616 7,81E+08 8,37E+08
Q61838 Pregnancy zone protein 21 165852 523E+08  6,53E+08
Q91X72 Hemopexin 8 51318 4,79E+08 5,46E+08
AOA5H1ZRKS8 Immunoglobulin kappa constant 2 11897 2,82E+08  2,05E+08
P03976 Ig kappa chain V-1I region 17529.1 1 12390 2,52E+08 2,34E+08
P01027 Complement C3 17 186483 2,43E+08  3,38E+08
AOA075B5R5 Immunoglobulin heavy variable 4-1 2 12874 1,96E+08 2,24E+08
AOA075B5P3 Immunoglobulin heavy constant gamma 2B 5 36687 1,49E+08  1,77E+08
Q61646 Haptoglobin 6 38752 1,42E+08 2,03E+08
035452 Tenascin X 1 435481 1,32E+08  1,13E+08
D3YTY9 Kininogen-1 8 53205 1,25E+08  1,57E+08
AOAOR4J0I1 Serine protease inhibitor A3K 9 46673 1,16E+08  1,33E+08
A0A338P703 Alpha-2-HS-glycoprotein 3 28463 9,14E+07 1,13E+08
Q8KOD9 Zinc finger protein 60 1 81800 8,32E+07  2,02E+08
Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 2 45891 7,99E+07  7,63E+07
AOAOAGBYY53 Immunoglobulin heavy constant gamma 2C 4 36527 7,74+07  8,10E+07
Q91Yz2 C-terminal-binding protein 2 1 45971 7,05E+07  3,95E+07
AOALL1ISTC6 Nesprin-1 2 1009943 6,29E+07  7,52E+07
P01806 Ig heavy chain V region 441 1 12911 581E+07  7,85E+07

46



Q9Z1R9 Protease serine 1 (trypsin 1) 1 26135 4,73E+07  6,84E+07
P01592 Immunoglobulin J chain 2 18014 4,46E+07 5,31E+07
P01631 Ig kappa chain V-I1 region 26-10 2 12273 4,44E+07  5,80E+07
Q811L6 Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 4 2 284003 4,34E+07 1,64E+07
Q91XX1 Protocadherin gamma C3 (Identificado s6 no Grupo Controle) 1 101048 4,27E+07
F6RSH1 Golgi apparatus protein 1 (Fragment) 1 68054 4,23E+07 1,66E+07
P23953 Carboxylesterase 1C 6 61056 3,93E+07  2,43E+07
G3X9T8 Ceruloplasmin 6 121080 3,42E+07  3,68E+07
P01843 Ig lambda-1 chain C region 1 11575 3,08E+07 2,32E+07
A0A0B4J1J2 Immunoglobulin kappa chain variable 5-43 (Fragment) 1 12600 2,80E+07 2,65E+07
Q922U2 Keratin type Il cytoskeletal 5 1 61767 2,54E+07 4,00E+07
Family with sequence similarity 186 member B (ldentificado s6 no Grupo
D3Z420 Controle) 1 107852 2,37E+07
Beta/gamma crystallin domain-containing protein 3 (Identificado sé no
AOA338P6N4 Grupo Controle) 1 325523 2,37E+07
P03987 Ig gamma-3 chain C region 2 43929 2,30E+07 2,97E+07
Q9CPN9 RIKEN cDNA 2210010C04 gene (ldentificado s6 no Grupo Controle) 1 26422 2,15E+07
VIGXQ9 Phosphoinositide phospholipase C 1 116062 1,98E+07 1,54E+07
AOAQ75B5V6 Immunoglobulin heavy variable V1-42 1 10776 1,84E+07 1,36E+07
E9Q3W4 Plectin (Identificado s6 no Grupo Controle) 2 499110 1,82E+07
A2A513 Keratin type | cytoskeletal 10 2 57041 1,77E+07  2,06E+07
AOAOAOMQAS Alpha-1-antitrypsin 1-1 1 48796 1,72E+07  2,69E+07
E9QOFO0 Keratin 78 1 112265 1,65E+07 2,66E+07
P01664 Ig kappa chain V-111I region CBPC 101 1 11964 1,62E+07 1,73E+07
P18531 Ig heavy chain V region 3-6 1 13095 1,44E+07 1,33E+07
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 26 (Identificado s6 no Grupo
Q6A025 Controle) 1 124934 1,37E+07
BIEIX2 AWS555464 protein 1 166865 1,27E+07  1,44E+07
A2AWTE Nucleolar transcription factor 1 (Identificado s6 no Grupo Controle) 1 85010 9,86E+06
Q8R056 Prom1 protein (Identificado sé no Grupo Controle) 1 94478 9,82E+06
Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein 2 37431 9,63E+06  2,29E+07
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P18528
A0A0B4J1I1
Q9DORY
Q07456
Q6PIKS
AOAOR4J072

008601
AOA0B4J1I9
AOA075B5K0
P06728
Q8R2Q3
QIWUF3
P52431
AOAOAGYXQ0
AOAOR4J1C3
Q6IME9
P28665
D6RGQO
G3X8T9
Q9ROH5
Q60841
AOA075B684
AO0A213BRQ3
P12246
AOA075B5T2
AOAOR4JIN3
P03977

QB8C6E0

Ig heavy chain V region 6.96

Immunoglobulin kappa variable 16-104 (Fragment)
WD repeat-containing protein 89

Protein AMBP

Caskin-1 (Identificado s6 no Grupo Controle)

SLAM family member 9 (ldentificado s6 no Grupo Controle)
Microsomal triglyceride transfer protein large subunit (Identificado sé no
Grupo Controle)

Immunoglobulin kappa variable 4-55 (Fragment)

Immunoglobulin kappa variable 14-126 (Fragment)

Apolipoprotein A-1V

Zinc finger protein 940 (Identificado sé no Grupo Controle)
CASP8-associated protein 2 (Identificado s6 no Grupo Controle)

DNA polymerase delta catalytic subunit

Immunoglobulin heavy variable 8-8 (Identificado s6 no Grupo Controle)
Predicted gene 43951

Keratin type Il cytoskeletal 72

Murinoglobulin-1

Complement factor H

Serine protease inhibitor A3N

Keratin type Il cytoskeletal 71

Reelin

Immunoglobulin heavy variable 1-62-1

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3

Serum amyloid P-component

Immunoglobulin heavy variable 6-3 (Identificado s6 no Grupo Controle)
Apolipoprotein C-111

Ig kappa chain V-I11 region 50S10.1
Cilia- and flagella-associated protein 36 (Identificado s6 no Grupo
Controle)

e e

P R R R R R NN ®WOWR R RRRRNRNRE

[y

11007
12875
42470
39029
150495
31765

99099
12736
13058
45029
64569
219089
123790
13185
108781
56750
165297
125049
46766
57383
387497
3155
78017
26247
13259
10922
12042

39600

9,55E+06
9,47E+06
9,41E+06
9,03E+06
8,28E+06
7,69E+06

6,83E+06
6,58E+06
6,53E+06
6,03E+06
5,93E+06
5,78E+06
5,19E+06
5,19E+06
5,10E+06
4,90E+06
4,89E+06
4,84E+06
4,77E+06
4,71E+06
4,61E+06
4,00E+06
3,94E+06
3,75E+06
3,60E+06
3,56E+06
3,43E+06

3,32E+06

6,50E+06
9,20E+06
1,20E+07
1,47E+07

9,03E+06
6,15E+06
6,41E+06

6,79E+06
5,40E+06

1,01E+07
4,36E+06
1,25E+07
4,13E+06
1,85E+07
3,39E+07
1,66E+05
6,56E+06
1,25E+06

4,23E+06
3,48E+06
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E9Q6B6
055201
AOAOABYXN4
E9Q3L2
AOA0G2JDN5
P01667
P54729
H3BKO3
Q60590

Q4LDD4
B7ZNJ1
Q9EQG3

AOAO0G2JDE1

AOA140T8N3
P22599
AOADABY XA5
Q8CDI7
P09813
G3X9L9
P19246

Q5DU00
Q8CGK3

Q80SuU7
AOA140T8N9

A2AG51
G3UzZM8

C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 3

Transcription elongation factor SPT5(ldentificado sé no Grupo Controle)
Immunoglobulin heavy variable V1-18 (Fragment)

Phosphatidylinositol 4-kinase alpha (Identificado s6 no Grupo Controle)
Immunoglobulin kappa variable 17-127 (Fragment)

Ig kappa chain V-I11 region PC 6308

NEDDS ultimate buster 1 (Identificado s6 no Grupo Controle)

Serum paraoxonase/arylesterase 1 (Fragment)

Alpha-1-acid glycoprotein 1 (Identificado sé no Grupo Controle)
Arf-GAP with Rho-GAP domain ANK repeat and PH domain-containin
protein 1 OS

Fibronectin

Sciellin
Immunoglobulin heavy variable V8-12 (Fragment) (Identificado s6 no
Grupo Controle)

Immunoglobulin kappa chain variable 13-84 (Fragment) (Identificado s6 no

Grupo Controle)
Alpha-1-antitrypsin 1-2
Immunoglobulin heavy variable 1-15 (Fragment)

Coiled-coil domain-containing protein (Identificado s6 no Grupo Controle)

Apolipoprotein A-11 (Identificado s6 no Grupo Infectado)
Myomegalin (Identificado s6 no Grupo Infectado)

Neurofilament heavy polypeptide (Identificado s6 no Grupo Infectado)
Doublecortin domain-containing protein 2 (Identificado sé no Grupo
Infectado)

Lon protease homolog mitochondrial (Identificado s6 no Grupo Infectado)
Interferon-induced very large GTPase 1 (Identificado s6 no Grupo
Infectado)

Immunoglobulin kappa variable 6-32 (Identificado s6 no Grupo Infectado)
MAP7 domain-containing protein 2 (Fragment) (Identificado s6 no Grupo
Infectado)

Apolipoprotein E (Fragment) (Identificado s6 no Grupo Infectado)

L

e e N -

e

143445
120664
12913

237040
12759
12071
70307
28760
23895

162275
239720
72972

13263

12617

45975

12953

128502
11309
277505
116994

51953
105843

280813
12656

45397
17188

3,21E+06
2,72E+06
2,49E+06
2,34E+06
1,95E+06
1,88E+06
1,50E+06
1,39E+06
1,36E+06

1,23E+06
1,17E+06
1,11E+06

1,00E+06

7,32E+05
6,64E+05
5,83E+05
1,57E+05

4,55E+06

2,31E+06

1,51E+06
2,02E+06

1,44E+06

1,32E+06
6,55E+06
2,39E+06

8,46E+06
1,34E+05

2,66E+07
2,60E+07
1,41E+07

1,38E+07
1,37E+07

1,29E+07
1,18E+07

8,83E+06
7,13E+06
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P01642 Ig kappa chain V-V region (Identificado s6 no Grupo Infectado) 1 12615 6,81E+06
Q8VED5 Keratin type Il cytoskeletal (Identificado s6 no Grupo Infectado) 1 57552 5,09E+06
A0A140LJ72 Mucin 16 (Identificado sé no Grupo Infectado) 1 908759 3,89E+06
A2AEP2 Cyclin B3 (Identificado s6 no Grupo Infectado) 1 158940 3,84E+06
E9QQ10 A-kinase anchor protein 9 (Identificado s6 no Grupo Infectado) 1 434142 3,01E+06
Thyroid hormone receptor-associated protein 3 (Identificado s6 no Grupo
Q8BZN7 Infectado) 1 80111 1,94E+06
Pleckstrin homology domain-containing family M member 2 (Identificado s6
A2ADEO no Grupo Infectado 1 112151 1,44E+06
P01747 Ig heavy chain V region 36-65 (Identificado s6 no Grupo Infectado) 1 13307 1,39E+06
Q5SVv85 Synergin gamma (ldentificado s6 no Grupo Infectado) 1 139616 6,13E+05
P06330 Ig heavy chain V region AC38 (Identificado sé no Grupo Infectado) 1 12934 1,48E+05

A Figura 23 demonstra a rede de interacdo de proteinas relacionadas ao metabolismo de lipideos identificadas no soro de animais

infectados em 7 semanas, em vermelho sdo proteinas relacionadas a montagem de lipoproteinas do plasma, em verde séo proteinas relacionadas

ao remodelamento de lipoproteinas ricas em triglicérides e em azul sdo proteinas relacionadas

a montagem da particula de HDL.
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Figura 23: Rede de interagdo de proteinas. Proteinas identificadas no soroproteoma de camundongos relacionadas ao metabolismo de lipideos. Na imagem constam as

proteinas: ApoE; ApoA-I; ApoA-Il, ApoA-IV e MTTP (Microsomal Trygliceride Transfer Protein).
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6. Discussao

6.1 Avaliacdo da progressao da esquistossomose no modelo murino

A hepatoesplenomegalia é uma das manifestagdes clinicas classicas recorrentes no
contexto da esquistossomose (MARTINS, 2010). Ao longo das semanas avaliadas, foi
observado em animais infectados, a ocorréncia de alteracbes de carater morfoldgico
associadas ao aumento de tamanho do figado e bago, em conjunto a progressao da doenca.
A andlise da evolucdo da esquistossomose nos animais foi realizada com as amostras
obtidas em 3, 5 e 7 semanas, que correspondem ao inicio e ao pico da fase aguda da doenca
no modelo experimental murino (PORDEUS, 2008).

O aumento expressivo na relacdo peso do baco/peso corporal nos animais infectados,
concomitante ao aumento do peso do baco, corrobora com resultados prévios descritos na
literatura referentes a manutencao do ciclo bioldgico de S. mansoni (TEIXEIRA, 2019;
SOUZA 2011), além de demonstrar que os procedimentos de infeccdo realizados nos
animais se mostraram eficazes, corroborando para que amostras de individuos infectados
sejam tratadas como tal. As alteragBes observadas em individuos infectados ocorrem
devido a presenca de ovos maduros do parasito, que se depositam nos tecidos do
hospedeiro vertebrado, induzem a resposta imunoldgica humoral através da secrecao de
antigenos, culminando na formacdo da reacdo granulomatosa e alteracdo do tamanho do
orgdo (NEVES, 2005).

6.2 Analise dos parametros hematoldgicos

A avaliacdo dos indices hematimétricos demonstraram que individuos infectados,
particularmente em 7 semanas, apresentaram anemia, eritropenia e leucocitose. A anemia é
uma das complica¢fes mais frequentes de algumas infeccbes parasitarias (OMS, 2011),
sendo identificada pela diminuicdo nos valores médios de hemoglobina circulante. Santos e
colaboradores (2016) realizaram um estudo a fim de estabelecer valores de referéncia dos
parametros hematologicos para linhagens de camundongos C57BL/6 saudaveis. A
comparacdo dos valores obtidos com os achados na literatura corrobora com um quadro de
anemia e eritropenia.

Essas alteracOes podem ser justificadas em parte pela hematofagia do S. mansoni

associada a alta carga parasitaria em que os camundongos foram submetidos (infecgdo com
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250 cercérias/animal). Cada fémea do parasito ingere cerca de 330.000 eritrdcitos por hora,
uma vez que necessita de um aporte de nutrientes presentes no sangue, para a postura de
ovos (DON; BETHONY; LOUKAS, 2008). Além disso, a hipertensdo portal ocasionada
pela presenca do parasito, resulta em esplenomegalia devido a congestdo do baco. Nesse
sentido, propicia a eritropenia, por aumento do sequestro esplénico e destruicdo das células
sanguineas (DALIA MALIA, 2002).

Os niveis de Hemoglobina Corpuscular Média fornecem uma previsdo da quantidade
média de hemoglobina de cada hemécia. A Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Média
(MCHC), estima a concentragdo média de hemoglobina por numero de eritrocito. O
Volume Corpuscular Médio, por sua vez, norteia o diagndstico das anemias (SANTOS,
2012). Embora, a maioria dos achados na literatura descrevam a ocorréncia de anemia
normocitica ou microcitica no contexto da esquistossomose mansoni, a anemia observada
nos animais infectados em 7 semanas pode ser resultado de hemorragias a nivel intestinal
(LARA, 2014) pela ruptura de varizes esofagianas (DALIA MAIA, 2002) e a hepatopatias
(HOFFBRAND, 2013), ocasionadas pela presenca do parasito. As perdas de sangue
derivadas desses focos hemorragicos podem culminar em deficiéncia de ferro, o que
justificaria uma anemia hipocrdmica. Os niveis aumentados de plaquetas em 7 semanas,
embora ndo expressem diferenca estatistica significativa, reforcam essa hipotese, uma vez
gue em anemias desencadeadas por hemorragias ou hemdlise, quase sempre ha ocorréncia
de plaguetose (HOFFBRAND, 2013).

A avaliacdo global de leucdcitos evidenciou leucocitose nos animais infectados nos
trés periodos avaliados. Esses achados corroboram com os descritos anteriormente
(ALKAZZAZ, 2018; ALLAN, 2014; ANTUNES, 2019). Acredita-se que essa alteracdo é
proveniente da ativacdo do sistema imune, desencadeada pela secrecdo de antigenos pelos
esquistossomulos, ovos e os vermes adultos (ALLAN, 2014; GAZZINELLI et al.,1985).
Modelos murinos evidenciaram que, no contexto da esquistossomose, no periodo preé-
patente (antes da oviposi¢cdo) ha um aumento do fator de necrose tumoral (TNF) e de IL-2
e IL-6. Na fase pds-patente (ap0s a oviposicdo) hd mobilizacdo de macrofagos, eosinofilos,

linfdcitos e plasmacitos induzidos por antigenos secretados pelos ovos (SOUZA, 2011).

6.3 Perfil eletroforético bidimensional (2D SDS PAGE)
Embora os estudos iniciais em genémica possam ter contribuindo muito para a

compreensdo da biologia dos parasitos, outros campos cientificos podem contribuir de
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forma expressiva com o estudo do S. mansoni. Nesse cendrio, dentre as abordagens pos-
gendmicas, a protedmica tem se demonstrado com uma ferramenta para a compreensdo das
interacbes parasito-hospedeiro no contexto na esquistossomose, promovendo a
possibilidade de avaliacdo do contetdo proteico, potencialmente alterado de seus estados
saudaveis no hospedeiro vertebrado, em decorréncia da presenga do parasito (ROFATTO,
2011).

Foram confeccionados dois géis bidimensionais, um para avaliagdo do soro de
camundongos controles e outro para animais infectados, ambos em sete semanas e da
linhagem C57BL/6. A investigacdo do perfil proteico do soro dos camundongos revelou
spots unicamente presentes em amostras de animais infectados. Além disso, devido as
caracteristicas do corante empregado, Coomassie G-250, que possui uma natureza
quantitativa, foi possivel identificar uma maior expressdo de proteinas no soro de animais
infectados, uma vez que uma maior intensidade de cor no spot € respectiva a uma maior
quantidade de proteina, considerando que foram utilizadas as mesmas concentracGes de
proteinas séricas (175ug/gel) com o intuito de comparar as duas condi¢cdes analisadas.
Embora os resultados obtidos de eletroforese corroborem com a literatura (GONCALVES-
SILVA, 2019), este trabalho traz uma contribuicdo de carater exploratério, pois até entdo
ndo tem sido mostrado a utilizacdo de géis de 13 cm frente a avaliagdo do soro na
esquistossomose, resultando em observagbes mais pontuais em determinados pontos
isoelétricos do gel, e um aprofundamento na separacdo das proteinas pelas suas massas

moleculares a partir de um tecido tdo complexo como o soro.

6.4 Avaliacao do perfil lipidico associado a anélise protedmica composicional

Processos infecciosos e inflamatérios frequentemente ocorrem concomitantes a
modificagdes, no metabolismo lipidico e lipoproteico (KHOVIDHUNKIT; KIM,;
MEMON, 2004). Estudos experimentais com primatas (Callithrix jacchus) (RAMOS,
2004) e camundongos (RODRIGUES, 1988; SEGUNDO, 2008) demonstraram que a
infeccdo por S. mansoni promove alteragfes no metabolismo de lipideos.

O lipidograma realizado neste trabalho demonstrou um desarranjo consideravel do
perfil lipidico promovido pela infeccdo e subsequente doenga causada pelo parasito. As
alteracdes observadas se deram em quase todos os parametros avaliados, dentro do periodo

de 5 a 7 semanas.
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A diminuicdo de colesterol total no cenério da infeccdo por S. mansoni, foi relatada
em humanos (MACIEL, 2009), isto se confirmou no presente trabalho em camundongos,
contudo, somente na quinta semana de infeccdo, periodo no qual ha o inicio da oviposicéo
e presenca de parte destes ovos nos tecidos em conjunto a mudanca do perfil de inflamacao
mediado por células T Helper. Contudo, essas observacfes podem, em partes, ser
decorrente da incapacidade do S. mansoni de sintetizar colesterol de novo, adquirindo-o do
hospedeiro, por meio de endocitose das particulas de LDL (KHOVIDHUNKIT; KIM,;
MEMON, 2004). Embora tenha sido demonstrado a diminuicdo de colesterol total em
cinco semanas, também se observou aumento, tanto em 3 semanas quanto em 7, mas
somente em animais infectados.

Acredita-se que alteracdes nas enzimas envolvidas no metabolismo lipidico também
podem estar relacionadas com as alteracbes observadas. Silva e colaboradores (2002)
demonstraram que individuos infectados com S. mansoni apresentaram diminui¢cdo da
atividade enzimatica da Lecitina Colesterol Acil Transferase (LCAT), enzima chave no
metabolismo lipidico. A disfuncdo hepatica ocasionada pela infeccdo também pode estar
associada a diminuicdo da LCAT e do colesterol total, uma vez que ambos séo sintetizados
no figado (MACIEL, 2009).

Os niveis de triacilglicer6is diminuiram nos camundongos infectados nos trés
periodos avaliados. Essa alteracdo foi relatada anteriormente em estudos experimentais em
primatas (RAMOS, 2002) e em humanos (SILVA, 2002). AlteracGes de enzimas hepaticas
relacionadas ao metabolismo lipidico podem contribuir para a reducdo dos valores de
triglicérides (FONSECA, 2015). Um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa, através
da analise do proteoma plasmatico de camundongos infectados com S. mansoni,
identificou diversas proteinas diferencialmente expressas relacionadas ao metabolismo
lipidico (GONCALVES-SILVA, 2019), dentre elas, observou-se um aumento de expressao
da CD5L. Esta proteina é expressa, em especial, por macr6fagos em tecidos linfoides, e
esta presente, principalmente, em células Th17, atuando também como um regulador chave
da sintese de lipideos. Acredita-se que esta proteina iniba a atividade da Acido Graxo
Sintase, promovendo a lipolise de triacilglicerois (WANG et al., 2015). A alteracdo em sua
expressdo, no contexto da infeccdo por S. mansoni, pode ser um dos fatores que
contribuiram para a diminuicao dos niveis de triacilglicerol.

Os niveis de VLDL também se mostraram reduzidos nos animais infectados nos trés

periodos avaliados. A diminuicdo nos niveis de triglicérides parecem ser a primeira
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justificativa para este achado, uma vez que 44-60% do peso dessas particulas sdo
provenientes de triacilglicerois, pois sdo as responsaveis por transporta-los para os tecidos
extra-hepaticos (MOTTA, 2011; COSTA, 2004). Além disso, estudos anteriores
demonstraram que a infeccdo por S. mansoni interfere no metabolismo de
apolipoproteinas, em especial ApoB48 (KHOVIDHUNKIT et al., 2004; GONCALVES-
SILVA, 2019), sendo esta o principal constituinte proteico das particulas de VLDL.
Embora esse resultado aparenta uma caracteristica paradoxal, acredita-se que pode haver
algum mecanismo de feedback negativo sinalizado pela ApoB48 neste caso. Nesse sentido,
acredita-se que alteracGes em sua concentracdo podem contribuir para modificaces dos
niveis de VLDL. A apoC-lll, é responsavel por inibir a lipase lipoproteica e foi
identificada neste trabalho somente no soro de camundongos infectados. Acredita-se que a
inibicdo acentuada desta enzima resulta em baixos niveis de acidos graxos circulantes, que
culmina na diminuigdo da sintese hepatica de triglicérides e de VLDL (FEINGOLD;
GRUNFELD, 2018).

Embora estudos anteriores tenham retratado diminuicdo de LDL no contexto da
infeccdo por S. mansoni (PIMENTA, 2009; MACIL, 2009), neste trabalho observou-se
aumento da concentracdo de LDL nos animais infectados nos trés periodos avaliados.
Trabalhos anteriores demonstram que processos infecciosos induzem alteracdes quimicas e
morfoldgicas na particula de LDL, tornando-a mais susceptivel a oxidagdo. Nesse sentido,
Pimenta (2013) detectou um aumento de LDL oxidada em individuos infectados por S.
mansoni. Essas particulas modificadas possuem alta afinidade pelo endotélio vascular e,
acredita-se, que o aumento de sua concentracdo pode culminar em lesdo aterosclerética
(KHOVIDHUNKIT; KIM; MEMON, 2004).

Os niveis de HDL foram menores na quinta e sétima semana ap6s a infeccdo nos
camundongos. Acredita-se que a diminuicao dessa particula com o progresso da infeccdo é
devido a resposta de fase aguda (APR). Sabe-se que APR é um fenémeno que ocorre em
resposta a infeccdo e inflamacdo (CRAY; ZAIAS; ALTMAN, 2009). Este processo tem
como consequéncia a inibicdo da ApoA-I (principal constituinte proteico da particula de
HDL) e do transporte reverso de colesterol. Além disso, a APR promove alteracdes nas
particulas de HDL, como: diminuigéo nos ésteres de colesterol e fosfolipidios; aumento de
triglicérides; colesterol ndo esterilizado, ceramidas e glicosilceramidas. Acredita-se que
essas alteragdes resultam em uma HDL pro-aterogénica, uma vez que a capacidade da

HDL para inibir a oxidagdo da LDL e para facilitar a reversédo do transporte de colesterol
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sdo pensados para serem 0s principais mecanismos responsaveis pelas propriedades anti-
aterogénicas da HDL (FEINGOLD; GRUNFELD, 2010).

Dentre os achados protedmicos neste trabalho, destaca-se a proteina “Microsomal
triglycerides transfer protein large subunit” (MTTP), uma molécula que tem sua funcéo
intrinsicamente relacionada ao metabolismo de lipideos. Esta proteina, ja foi descrita com
maltiplas funcdes, salientando: a catalise do transporte de triglicerideo, éster de colesteril e
fosfolipideo entre superficies de fosfolipideo; necessaria para a montagem e secrecao de
lipoproteinas plasmaticas que contém apolipoproteina B e envolvimento na regulacdo da
biossintese de éster de colesterol em células que produzem lipoproteinas (KHATUN,
WALSH, HUSSAIN; 2013), (MILLER et. al, 2014), (RAVA et. al, 2006) . No presente
trabalho, essa molécula foi identificada somente no soro de camundongos controle.
Acredita-se que sua auséncia poderia ocasionar diversas alteracfes no metabolismo de
lipideos, como: ndo agregacdo ndo covalente e desarranjo de proteinas e lipidios para
formar uma particula de lipoproteina plasméatica e desarranjos no transporte de

triacilglicerdis e fosfolipidios.

Outro achado significativo nesse contexto é a Apo-All, identificada apenas no soro
de camundongos infectados. Essa apolipoproteina possui a funcdo de inativar a LCAT,
enzima responsavel pelo remodelamento da particula de HDL, atuando principalmente no
processo de troca de ésteres de colesterol. Acredita-se que uma inibi¢do acentuada dessa
enzima poderia acarretar em distarbios no processo de sintese de HDL, e consequente
desarranjo no metabolismo de lipideos, principalmente no contexto do transporte reverso
de colesterol (POWNALL,; GILLARD; GOTTO, 2013).
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7. Conclusoes

A infeccdo experimental por S. mansoni no modelo murino promoveu alteracfes
hematoldgicas evidenciadas pela presenca de leucocitose, anemia e eritropenia observadas.
Acredita-se que essas condicBes se dao pelo carater hematéfago do helminto e pela
resposta imunolégica ocasionada pela presenca do parasito no hospedeiro vertebrado. As
alteracdes nos perfis lipidicos, refletidas a partir da 5° semana, nos animais infectados, as
alteracdes demonstraram que a doenca promove uma desregulacdo dos niveis séricos de
triglicérides, colesterol total e fracdes no modelo murino. A eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas demonstraram alteracbes composicionais no soroproteoma de

animais infectados.

Todavia, 0s mecanismos moleculares envolvidos nessas alteracGes ainda ndo estdo
completamente elucidados. Acredita-se que alteraces nos niveis de expressdo de proteinas
e apolipoproteinas responsaveis pela regulacdo do metabolismo de lipideos pode ser um
fator condicionante das alterac@es observadas, contudo, é necessario novos estudos para
tentar compreender os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo. A protedmica
demonstrou-se como uma abordagem interessante e efetiva para analisar as diferencas no
perfil proteico de animais controles e infectados. Nesse contexto, novas abordagens
protedmicas quantitativas devem ser empregadas para compreender 0S mecanismos

moleculares das alterac6es metabolicas ocasionadas pelo parasito.
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9. Anexos

MINISTERIO DA EDUCACGCAOD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universildno - Momo do Cruzsinn < BEB-I, Sala 25
354000040 - Cwrn Preio - MG - Brasil
Fone [21) 3555 - 1358 Fac (31] 3555-13T0
E-mai: peailpenpn wiop b

OFICIO CEUA N°. 20/2019, de 20 de Dezembro de 2019

llustrissimo{a) Senhor(a)
Professor{a) Doutor{a) William de Castro Borges
DECEI/UFOP

sanhora) Pesqueadar|a),

Apds apreciocto, a Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFOP - CEUA/UFOP,
a0 analisar o adendo ralalive ao profocolo para wso de animais am pesguisa n®.
2017/34, nfitulode “Andlise protedmica para entendimento da relacdo parasito-
hospedeiro no Mus musculus frente a infeccdo por Schistosoma mansoni”, de sua
autana, corddancy aprovada a salichacod dé pamissdo pora ulilizacad da
linhiegem C57BL/G [(Mmachos & féameas) de camundongos disponiveis no Cantro de
Cigncia Animal da UFOFP, além da linhagem BALB/c praviamente aprovada. Aprova
também a solictacto para colefa de intestine e soro, além de baco & figodo (&
anteriomeante pravisto no protocolo) apds eutandsia dos animais.

Alenciosamante,

Prof® Dr.* Paula Mela de Abreu Vielra
Coordenadora da CEUASUFOF.
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