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RESUMO

A ancilostomose € uma das doencgas parasitarias mais prevalentes no
mundo, infectando cerca de 740 milhdes de pessoas em regides rurais tropicais
e subtropicais do mundo. Além de sua importancia médica, estudos mostram
que parasitos do género Ancylostoma continuam sendo um dos grupos de
nematédeos mais freqlientes em infecgdes intestinais de caes e gatos. Ha
diversos grupos de moléculas produzidas e secretadas por ancilostomideos
(produtos ES - Excretados e Secretados) que garantem o sucesso de sua
nutricio e permanéncia em seus hospedeiros, desencadeando respostas
imunoldgicas nos mesmos. Para aprofundar nos aspectos envolvidos na
relagdo com parasitos do género Ancylostoma, o modelo canino se torna o
mais apropriado se comparado a outros modelos experimentais. Assim como
nos ensaios de imunizagdo, as proteinas de interesse para a analise
protedmica s&do aquelas envolvidas na interface parasito-hospedeiro que
modificam o ambiente modulando a resposta imune do segundo para garantir o
desenvolvimento e sobrevivéncia do primeiro. Apesar de sua importancia
global, muito pouco é conhecido sobre os mecanismos de interagao parasito-
hospedeiro, principalmente em relagdo aos aspectos imunoldgicos frente aos
vermes adultos e as formas larvares. Nesse trabalho nos propomos a analisar,
de forma comparativa, diferentes aspectos (parasitologicos, imunoldgicos e
moleculares) da infecgdo canina por trés espécies de ancilostomideos: A.
caninum, A. ceylanicum e A. braziliense. Os resultados deste trabalho
demonstram haver diferengas na eliminagcdo de ovos nas fezes, no grau de
anemia e na resposta imune do hospedeiro. Além disso, as analises
proteOmicas de extratos totais dos vermes em estudo demonstraram um
grande numero de antigenos compartilhados entre as espécies. Entretanto,
para os proteomas de antigenos ES foi encontrado um numero maior de
proteinas espécie-especificas. Pelos caracteres morfoldgicos, A. braziliense e
A. ceylanicum estdo mais proximos entre si do que o A. caninum. Entretanto,
na relacdo com o hospedeiro canino, avaliada pela resposta imune, A. caninum
e A. braziliense mostraram-se mais préximos do que A. ceylanicum.

Palavras-chaves: Ancylostoma, cachorro, resposta imune, protedmica.



ABSTRACT

Ancylostoma is a cosmopolitan genus that infects humans and other animals.
Some species are specific to man but others are zoonoses. The most
widespread species is Ancylostoma caninum, a zoonotic parasite of dogs which
develops, but does not become sexually mature, in humans, where it causes
eosinophilic enteritis. Ancylostoma ceylanicum and Ancylostoma braziliense are
also anthropozoonotic. Parasites from this family produce some key molecules
important to the infection process and to the parasite surviving into his host.
These products are excreted/secreted - E/S molecules produced by both, the
larvae and adult stage. The host, on the other hand, try to control the infection
by producing antibody directed against these molecules. In despite of the global
importance of members of the Ancylostomatidae family very little information
regarding the host/parasite interaction, mainly concerning the host immune
response directed to the larvae and adult parasites, is available. In the present
work we have compared three hookworms species: A. caninum, A. ceylanicum
and A. braziliense, by analysing the parasitological infection, immune response
and molecules involved in this mechanism, using the dog as the experimental
model. The results have shown differences to the number of laid eggs, anaemia
intensity and to the host immune response. Furthermore, the proteomic analysis
has shown a great number of shared antigens between the three species.
However, the ES protein profile presented a higher number of species specific
proteins than of shared ones. Therefore, by analysing the morphological
characters, one could assume that A. braziliense e A. ceylanicum are closer
related than to A. caninum. However, when considering the interaction with the
canine host, regarding the immune response, A. caninum and A. braziliense
showed to be closer related between them, than to A. ceylanicum.

Key-words: Ancylostoma, dog, immune response, proteomics.
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1. INTRODUGCAO

A ancilostomose € uma das doencgas parasitarias mais prevalentes no
mundo, infectando cerca de 740 milhdes de pessoas em regides rurais tropicais
e subtropicais do mundo (DE SILVA et al., 2003). E uma parasitose que
acomete os paises em desenvolvimento nos quais as pessoas sobrevivem com
menos de dois ddlares por dia e onde as condi¢gdes sanitarias sao precarias. A
situacdo mais grave encontra-se na Africa sub-Sahariana, mas com alta
prevaléncia também no sudeste da Asia, China, Brasil e América Central
(HOTEZ et al., 2005).

Entre os ancilostomideos parasitos do homem destacam-se o
Ancylostoma caninum, A. braziliensis, A. ceylanicum, A. duodenale e Necator
americanus (BUNGIRO et al., 2004; HOTEZ et al., 2004). Destes, N.
americanus é o agente etiolégico predominante nas ancilostomoses humanas
(HOTEZ et al., 2004). Ancylostoma ceylanicum, A. caninum e A. braziliensis
sdo infectantes para os seres humanos, sendo considerados agentes
zoonoticos, mas de pouca importancia na saude publica (HOTEZ et al., 2004).

Os principais sinais clinicos da infeccdo no homem por ancilostomideos
incluem anemia ferropriva (principal sintoma) e enteropatias por perda de
proteinas que podem levar ao retardo no crescimento fisico e mental com
consequéncias graves principalmente para as criangas em idade escolar. Esse
quadro agrava-se devido ao grande tempo de permanéncia destes helmintos
no hospedeiro que pode chegar a sete anos (PROCIV & CROESE, 1990). Vale
lembrar que os sintomas sé aparecem em infecgdes moderadas (carga
parasitaria acima de 2000 ovos por grama de fezes, opg) e graves (carga
parasitaria acima de 4000 opg) (CROMPTON, 2000).

Outro grupo que merece atengcdo é o de mulheres gravidas ja que a
infeccdo neste periodo traz consequéncias graves tanto para a mae quanto
para o recém-nascido. Ha uma estimativa de que 44 milhées de casos de
ancilostomose ocorram durante a gravidez (CROMPTON, 2000).

O diagndstico classico da infecgao é feito a partir da contagem de ovos
nas fezes por microscopia Optica. Estudos nessa area sio raros, embora
tentativas de aprimoramento do diagnédstico tenham sido realizadas, como o

desenvolvimento de métodos de ELISA que detectam antigenos excretados
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pelo parasito nas fezes do hospedeiro antes mesmo do periodo de paténcia ser
alcancado (BUNGIRO e CAPPELLO, 2005).

Embora tratamentos anti-helminticos com benzimidazois sejam eficazes
na eliminacao de vermes adultos, reinfeccées ocorrem rapidamente (4 a 12
meses apos o tratamento) (ALBONICO et al., 1995; QUINNELL et al., 1993).
Além disso, diferentemente de outras helmintoses transmitidas pelo solo, a
infeccdo por ancilostomideos possui uma particularidade: a carga parasitaria
aumenta com a idade do hospedeiro em regides endémicas (BETHONY et al.,
2002). Estes dados sugerem que os parasitos possam evadir ou suprimir a
resposta imunologica do hospedeiro (LOUKAS & PROCIV, 2001).

As medidas de controle hoje disponiveis sdo o tratamento em massa e
periodico das areas endémicas com benzimidazdis (principalmente em criangas
em idade escolar) e o estabelecimento de condi¢gbes sanitarias basicas para a
populagdo, como o suprimento adequado de agua para consumo humano
(BROOKER et al., 2005). Devido a falha nos programas de controle da doenga
baseados no tratamento em massa e a preocupante emergéncia de resisténcia
as drogas anti-helminticas em consequéncia da frequéncia de uso, surge, no
desenvolvimento de uma vacina, uma alternativa para o controle desta
parasitose (HOTEZ et al., 1999).

1.1. Morfologia e posigao taxondémica dos ancilostomideos

O Ancylostoma é um parasito que esta incluido no Reino Metazoa, Filo
Nematoda, Classe Secernentea, Ordem Strongylidea, familia Ancylostomatidae
(SOULSBY, 1982). Porém, estudos de filogenia molecular propéem uma nova
classificagdo taxonbmica para ilustrar a diversidade que existe no filo
Nematoda que a taxonomia baseada em critérios morfolégicos ndo mostra. De
acordo com esta nova classificagao, o filo Nematoda é dividido ndo mais em
duas classes, mas em cinco grupos ou clados, no qual o Ancylostoma estaria
incluido no clado numero V (BLAXTER et al., 1999).

A familia Ancylostomatidae €& caracterizada por nematédeos que
apresentam capsula bucal bem desenvolvida, armada com dentes ou laminas

quitinosas cortantes em sua margem ventral. Parasitos desta familia
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apresentam um nitido dimorfismo sexual, sendo os machos possuidores de
uma bolsa copuladora bem desenvolvida na regido posterior. A maioria das
espécies parasita o intestino delgado, alimentando-se do sangue de varios
hospedeiros mamiferos, incluindo o homem (SOULSBY, 1982).

Dentre as subfamilias pertencentes a esta familia, podemos destacar
duas de interesse para a parasitologia médica e/ou veterinaria:
Ancylostomatinae e Bunostomatinae. Os individuos pertencentes a subfamilia
Ancylostomatinae caracterizam-se por apresentarem, na margem da capsula
bucal, um a quatro pares de dentes quitinosos. Na subfamilia Bunostomatinae,
além de outras caracteristicas diferenciais, ocorre a substituicdo dos dentes por
laminas cortantes, destacando-se os géneros Necator, Bunostomum e
Uncinaria. Dentre as espécies de interesse em medicina humana e/ou
veterinaria, podemos citar os seguintes parasitos: Ancylostoma caninum
(ERCOLANI, 1859), Ancylostoma braziliense (FARIA, 1910), Ancylostoma
duodenale (DUBINI, 1843), Ancylostoma ceylanicum (LOOS, 1911),
Ancylostoma tubaeforme (ZEDER, 1800), Necator americanus (STILES, 1902)
e Uncinaria stenocephala (RAILLIET, 1884). O QUADRO 1 apresenta algumas

caracteristicas dos principais parasitos do género Ancylostoma:

o Comprimento (mm) Numero de dentes na ]
Espécie Hospedeiros
Macho Fémea cavidade bucal

A. caninum 11-13 14-20 6 grandes canideos, felideos
A. duodenale 8 — 11 10-18 4 grandes e 2 pequenos humanos

A. braziliense 5-75 6,5-9 2 grandes e 2 pequenos canideos, felideos

_ canideos, felideos
A. ceylanicum 5-75 6,5-9 2 grandes e 2 pequenos
e humanos

A. tubaeforme 95-11 12-15 6 grandes felideos

(adaptado de CURY & LIMA, 2002)

QUADRUO 1: Principais espécies de parasitos do género Ancylostoma com
suas caracteristicas morfolégicas, morfométricas e hospedeiros
definitivos.
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1.2. Caracteristicas das espécies deste trabalho

Dentre os ancilostomideos, o Ancylostoma caninum (ERCOLANI, 1859)
€ 0 mais disperso pelo mundo. Possui trés pares de dentes na margem ventral
da capsula bucal. No fundo desta estrutura ha um par de dentes triangulares
dorsais e um par de dentes ventro-laterais. Além de sua importancia em saude
animal, este parasito tem se destacado como agente de larva migrans
principalmente em criangas (PROCIV & CROESE, 1990). Além disso a
infeccdo provocada pelo verme adulto varia desde infecgbes assintomaticas a
gastroenterites eosinofilicas que requerem, em alguns casos, intervencéo
cirurgica, como em alguns casos ja descritos na Australia (PROCIV &
CROESE, 1990). Vale lembrar que o verme n&o atinge a maturidade sexual em
humanos (LOUKAS et al., 2000).

O Ancylostoma braziliense (DE FARIA, 1910) tem apenas um par de
dentes bem desenvolvidos e na base de cada dente encontra-se um outro
dente muito pequeno e situado medialmente. O Ancylostoma braziliense é o
principal causador no homem da larva migrans cutanea, provocada pela
penetracdo na pele de larvas infectantes do mesmo. Como o homem nao é o
hospedeiro tipico, 0 nematddeo fica entre a derme e a epiderme e,
consequentemente, ndo consegue completar seu ciclo.

O Ancylostoma ceylanicum (LOOSS, 1911) possui carater zoondtico,
principalmente na Asia. Por um longo tempo foi considerado sinénimo de A.
braziliense, porém apresenta diferengas pelas caracteristicas da capsula bucal,
que possui um par de dentes ventral maior do que em A. braziliense, diferindo
também com relagdo a origem e a direcdo dos raios da bursa (SOULSBY,
1982). Das espécies analisadas neste trabalho, é a unica capaz de atingir a

maturidade sexual em humanos.
1.3. Ciclo biolégico

O ciclo biolégico dos ancilostomideos ainda nao é totalmente elucidado.
Ainda ha questdes a serem resolvidas principalmente com relagdo a migragao

da larva no hospedeiro. O ciclo do A. caninum no cao é o mais bem estudado
(LOUKAS & PROCIV, 2001). Ele esta descrito a seguir.
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Os vermes adultos localizam-se principalmente no intestino delgado dos
hospedeiros definitivos fixados a mucosa intestinal por meio de suas capsulas
bucais. As fémeas, apds a copula, realizam a oviposi¢cdo de milhares de ovos
por dia, sendo liberados para o meio exterior juntamente com as fezes dos
hospedeiros. Estes ovos, encontrando condicbes favoraveis para o
desenvolvimento, como oxigenagao, umidade e temperatura adequadas,
originam, num periodo de 24 a 48 horas, uma larva rabditéide de primeiro
estadio conhecida como larva L1. Esta larva eclode do ovo e, em contato direto
com o meio ambiente, alimenta-se de matéria organica e microrganismos para
uma posterior transformacédo em dois estadios larvais: larva L2 (rabditéide) e
larva L3 (filaridide e infectante). A larva filaridéide ndo se alimenta mais,
entretanto, possui uma resisténcia muito maior que as demais formas, sendo
capaz de sobreviver no ambiente por varios dias (PROCIV & CROESE, 1990).

Os canideos podem se infectar por diversas vias: oral, percutanea,
transplacentaria e lactogénica. O modo de infecgdo por via oral ocorre da
seguinte forma: ao serem ingeridas, as larvas L3 passam pelo estdbmago e
perdem a cuticula externa pela agdo do suco gastrico. Apds, aproximadamente,
trés dias de infecgdo, migram para o intestino delgado e penetram nas células
de Lieberkihn onde ocorre a muda para a larva L4. Posteriormente, estas
voltam a luz do intestino, transformam-se em adultos jovens, fixando-se a
mucosa intestinal por meio de suas capsulas bucais para realizar hematofagia
e copula. Apos 14 a 21 dias de infeccdo os ovos podem ser encontrados nas
fezes de seus hospedeiros (PROCIV & CROESE, 1990).

A larva infectante L3 pode infectar canideos pelo contato e penetragao
via foliculos pilosos e, eventualmente, atingir os capilares sanglineos e/ou
linfaticos. Essa larva recomecga a alimentacédo e retoma o crescimento quando
€ exposta ao plasma (HAWDON & SHAD, 1990). Apés atingirem a circulagéo
sanguinea sao carreadas passivamente para a microcirculagao pulmonar e,
posteriormente, seguem uma rota conhecida como “classica”, com migracéo
traqueal, onde as larvas L3 penetram pelos alvéolos pulmonares, passam pelo
sistema respiratério e chegam ao intestino delgado, onde ocorre a implantagéo
dos vermes adultos. Alternativamente, estas larvas podem atingir a circulagao

sistémica e se dispersarem pelos tecidos (migragdo somatica), ficando
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instaladas em fibras musculares esqueléticas como larvas L3 hipobiéticas, ou
seja, dormentes (CURY & LIMA, 2002).

As larvas hipobidticas podem ser reativadas para o desenvolvimento,
provavelmente por estimulos endégenos e exdgenos, levando a formagéao de
vermes adultos no intestino, possivelmente quando as condigcbdes ambientais
sao favoraveis, como por exemplo, em periodos de maior umidade e calor
(onde as condi¢des sado otimas para a transmissao). Além disso, estas larvas
podem promover infecgdes transplacentarias e transmamarianas as quais sao
influenciadas por mudangas hormonais durante o periparto, assumindo uma
importancia epidemiolégica muito elevada, sobretudo em infecgbes de caes
com menos de seis meses de idade (KALKOFEN, 1987; OLIVEIRA-SEQUEIRA
et al., 2002).

Os vermes adultos ao se fixarem ao intestino podem provocar diversas
patologias, destacando-se anemia, hemorragias e lesdes intestinais. Estes
fendmenos patolégicos podem ocorrer tanto em seus hospedeiros definitivos
quanto em seres humanos (PROCIV & CROESE, 1990).

Em cées, pode-se observar patologias ocasionadas por larvas L3 em
decorréncia da penetracdo, principalmente, através da pele, no pulmao e nos
musculos. Dessa forma, ocorre no local da penetragédo uma agao traumatica e
irritativa, levando a um processo inflamatério. As lavas de 3° estadio, ao
penetrarem na pele, produzem lesdes pruriginosas. As larvas de 4° estadio, no
pulm&o, e os adultos, no intestino, causam pneumonite hemorragica e lesdo de
mucosa, respectivamente. Podem ocorrer lesbes ulcerativas da mucosa
intestinal, devido a fixagdo dos vermes adultos neste local (CURY & LIMA,
2002). O ciclo canino nos remete ao ciclo humano, para ambos agentes
etiolégicos, A. duodenale e N. americanus, em varios pontos : 1) a larva de
terceiro estadio € a forma infectante para o homem e a infecgdo se da tanto
pela penetracédo da larva quanto pela ingestdo da mesma, 2) a larva passa por
um breve periodo de desenvolvimento até encontrar o hospedeiro, onde reativa
0 processo de alimentacdo e desenvolvimento nos tecidos do mesmo, 3) a
patologia esta diretamente ligada ao numero de vermes adultos na mucosa
intestinal e 4) tanto a larva quanto o verme adulto liberam produtos de
secregao-excregao para garantirem seu desenvolvimento no hospedeiro
(HOTEZ et al., 1996).
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1.4. Ocorréncia e prevaléncia

Os ancilostomideos de importdncia humana e animal possuem
distribuicdo mundial.

O numero de pessoas infectadas por ancilostomideos em todo o mundo
foi recentemente estimado em 740 milhdes de casos, sendo que a mais alta
prevaléncia ocorre na Africa sub-sahariana (figura 1). A alta transmissdo
ocorre também em outras areas pobres dos trépicos, incluindo o sul da China
(HOTEZ et al., 2005).

Nos ultimos sessenta anos, as regides da América Latina, Caribe e a
Asia obtiveram reducdes significativas na prevaléncia da ancilostomose. Isso
se deveu ao crescimento econdémico e a melhorias nas condigdes sanitarias.
Hoje a prevaléncia nestas regides € em torno de 10%. Situagdo oposta € vista
no continente africano onde a taxa de prevaléncia, de aproximadamente 30%,
praticamente ndo se alterou nestes ultimos sessenta anos (DE SILVA et al.,
2003). A FIGURA 1 mostra a distribuicdo espacial da ancilostomiase no

mundo:
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Figura 1 — Distribuicao global de infecgdo humana por Ancilostomideos.
(llustragao: Margaret Shear, Public Library of Science, adaptado de Silva et. al.,
2003)
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Ha estudos que tentam estimar a prevaléncia ou mesmo relatar a
presenca destes helmintos ndo somente em animais domésticos como também
em animais silvestres. A prevaléncia em animais domésticos vem diminuindo
devido ao uso indiscriminado de anti-helminticos nos ultimos quinze anos
(PALMER et al., 2007). Entretanto, estudos mostram que parasitos do género
Ancylostoma continuam sendo um dos nematddeos mais frequentes em
infecgdes intestinais de caes e gatos (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2008).

Os céaes sao susceptiveis as infecgdes com ancilostomideos por toda a
vida, entretanto, a prevaléncia e o nivel de infeccdo tendem a ser mais
elevados em animais mais jovens devido, principalmente, a imaturidade de seu
sistema imunoldgico e as infecgdes lactogénicas (KALKOFEN, 1987).

Em um trabalho, OLIVEIRA-SEQUEIRA e colaboradores (2002)
sugerem que o periodo sazonal e o sexo dos animais interferem na dinamica
da prevaléncia de Ancylostoma em céaes, sendo mais freqlente a infecgdo em
animais do sexo masculino durante o ver&o e o outono.

Outro estudo demonstrou que as espécies de ancilostomideos, de
carater zoonatico, estdo se dispersando, uma vez que foi relatado pela primeira
vez a infecgao natural por A. ceylanicum em caes na Australia (PALMER et al.,
2007). Isso representa um risco potencial para a saude publica, ja que esta
espécie é a unica capaz de produzir infeccdo patente em seres humanos.

Outro estudo na cidade de Botucatu, S&o Paulo, demonstrou, através de
analises coprologicas, uma prevaléncia de 37,8% de caes parasitados por
helmintos do género Ancylostoma (OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2008).

1.5. Resposta imune

A complexidade do ciclo de vida dos ancilostomideos oferece
numerosas oportunidades para o parasito e o hospedeiro interagirem no nivel
molecular. Assim, o contato do parasito com suas barreiras criticas, como
durante a invasdo cutanea e passagem através dos tecidos pulmonares, bem
como durante a chegada e penetragdo na mucosa intestinal, expdem o
hospedeiro a uma diversidade antigénica muito grande (LOUKAS & PROCIV,
2001).
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Além disso, cada fase de desenvolvimento do parasito expressa um
perfil de proteinas antigénicas. Esses dois fatores representam um desafio para
o sistema imunoldgico do hospedeiro vertebrado (LOUKAS et al., 2005).

O estudo dos mecanismos imunolégicos induzidos pela infeccédo em
modelos experimentais pode ser esclarecedor quanto a resposta humana
frente a infeccdo por ancilostomideos. O modelo canino se torna o mais
apropriado para tais investigagbes se comparado a outros modelos
experimentais por ser um hospedeiro natural de ancilostomideos (FUJIWARA
et al., 2006). Mesmo assim, o cdo apresenta algumas limitagbes como o
desenvolvimento de resisténcia a infecgdo (CARROLL et al., 1984 ).

Estudos realizados sobre a resposta imunolégica de céaes
experimentalmente infectados por ancilostomideos mostram que os animais
adquirem resisténcia a infeccdo a medida que envelhecem (LOUKAS &
PROCIV, 2001). Em geral, o animal apresenta anemia e eosinofilia. A resposta
imune humoral é caracterizada por IgM, IgG total, IgG1 e 1gG2. IgM aparece
depois de 14-20 dias da infeccdo, mas comecga a declinar e desaparece apos
oito semanas. Anticorpos IgG s&o detectados depois de duas semanas da
infecgao e os titulos se mantém altos indefinidamente. O pico de detecgao de
IgG1 é de 30 dias, enquanto os niveis de IgG2 aumentam ao longo da
infeccdo. Os niveis de IgA s&do minimos e aparecem em altos titulos apenas em
infeccdes graves (CARROLL et al., 1984 e HOTEZ et al., 2002).

A maior parte do conhecimento que se tem hoje sobre a resposta imune
em humanos advém de estudos que comparam individuos infectados e
negativos de areas endémicas (GEIGER et al., 2004). Em geral, a infecgao €&
caracterizada por elevados niveis de IgE no soro e eosincfilia. Esta aparece
cerca de 4 a 5 semanas apo0s a infecgao e o seu pico no sangue coincide com
o inicio do periodo de paténcia. Quanto mais eosindfilos estiverem circulando
no sangue periférico do hospedeiro, maior sera a sua carga parasitaria. Os
eosindfilos sdo as células tipicas encontradas nos sitios de infecgdo que com
seus mecanismos citotdoxicos conseguem eliminar parte das larvas mas n&o os
vermes adultos (MEEUSEN et al., 2000). Nos individuos infectados os niveis
de anticorpos especificos se mantém altos e persistentes e estdo presentes
todos os isotipos, ao contrario do cdo que possui baixos titulos de IgA. Os

marcadores imunolégicos para identificagdo de infeccdo ativa por
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ancilostomideos sao os anticorpos IgE e IgG4 especificos para ES de verme
adulto, uma vez que estes anticorpos sofrem maior reducédo apds o tratamento
(GEIGER et al., 2004).

Sabe-se que o perfil da resposta imune gerada é uma mistura dos perfis
Th1 e Th2 com predominio do segundo, mediado pelos efeitos das citocinas IL-
4, IL-5 e IL-13. Os niveis de IFN-y sdo reduzidos e possuem associagao
negativa com a carga parasitaria do paciente (QUINNELL et al., 2004). J&4 em
estudos de pessoas tratadas e reinfectadas, demonstrou-se o papel protetor da
IL-5 na redugdo da intensidade da infec¢do, dando mais uma evidéncia da
contribuicdo da resposta Th2 na protegdo (QUINNELL et al, 2004). Em
individuos residentes em areas endémicas, sabe-se que ocorre uma alta
producao de IL-10 que, com seu papel imunossupressor, age na regulacéo da
patologia alterando a resposta inflamatdria instalada (GEIGER et al., 2004). A
imunossupressao comega a ser observada no mesmo periodo que o verme
adulto se estabelece na mucosa intestinal. Acredita-se que o proprio verme
estimule diretamente ou indiretamente, através da liberagéo de antigenos ES, a
producgao de IL-10 pelo hospedeiro.

Dentre os mecanismos efetores da resposta imune destacam-se: morte
das larvas mediada por eosindfilos, produgdo de imunoglobulina E,
degranulacdao de mastécitos e aumento da secregdo de muco (LOUKAS &
PROCIV, 2001).

Estudos mostram que a infecgdo por ancilostomideos tem um efeito
imunomodulatério que pode afetar a resposta imunoldgica do hospedeiro
infectado, quando exposto aos antigenos exdégenos. Nesses estudos foram
evidenciados diminuigdo da resposta linfocitaria no sangue periférico de
pacientes (ONYEMELUKWE et al., 2001; KALINKOVICH et al., 1998), altos
niveis de interleucina IL-10 (GEIGER et al., 2004) e imunossupressao em
pacientes co-infectados por N. americanus e Oesophagostomum bifurcum (PIT
et al., 2001). Entretanto, tem sido mostrado que o tratamento com anti-
helmintico pode recuperar a resposta imunoldgica celular do hospedeiro num
periodo de 1 a 4 meses apos o tratamento, desde que o mesmo se mantenha
livre de novas infecgdes (GEIGER et al., 2004).
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1.6. Produtos de excregao-secregao (ES)

Ha diversos grupos de moléculas produzidas e secretadas por
ancilostomideos que garantem o sucesso de sua nutricdo e permanéncia em
seus hospedeiros, desencadeando respostas imunoldégicas nos mesmos.
Esses produtos se constituem em uma complexa mistura de proteinas,
carboidratos e lipidios secretados e excretados pela superficie e pelas
aberturas orais dos helmintos. A maior parte da composi¢cao desta mistura é
desconhecida (MULVENNA et al., 2009).

Acredita-se que os produtos de excregao/secrecdo (ES) de
ancilostomideos sejam responsaveis pela longa sobrevivéncia do parasito uma
vez que interferem com a imunidade e a homeostase do hospedeiro (HOTEZ &
PRITCHARD, 1995). Dentre estas moléculas se destacam: o fator inibidor de
neutrofilos, proteases, anticoagulantes, lectinas tipo-c, inibidores de proteases,
antioxidantes, acetilcolinesterase, proteinas de ancilostomideos com dominios
de seis-cisteinas e calcirreticulinas (LOUKAS & PROCIV, 2001).

O fator inibidor de neutrofilos (NIF) € uma glicoproteina secretada pelo
verme adulto de A. caninum. Ela bloqueia ndo s6 a adesao de neutréfilos
ativados na superficie de células endoteliais como também a liberacdo de
peréxido de hidrogénio pelo os mesmos. Essa € uma possivel explicagao para
o0 baixo numero de neutréfilos nos locais onde ocorrem a alimentagdo do
parasito (MOYLE et al., 1994).

Para garantir um sucesso nutricional o verme deve realizar dois
processos : 1) inativar a cascata de coagulagdo sanguinea e 2) realizar a
protedlise da hemoglobina. Apdés a ingestdo de sangue pelo parasito, as
hemacias sdo rompidas e a hemoglobina é degradada pela presenca de
proteases excretadas/secretadas pelo verme (WILLIAMSON et al., 2003). As
proteases podem ser classificadas de acordo com seu mecanismo catalitico,
sendo nomeadas baseado no residuo do centro ativo de atividade catalitica
(aspartico, serino ou cisteino proteases) ou no tipo de cofatores necessarios
para sua atividade (metaloproteases).

Proteinas anticoagulantes tém-se destacado como alvo de interesse de
diversos pesquisadores, tanto por constituirem em alvos para a criagdo de

vacinas contra ancilostomideos, bem como para o desenvolvimento de terapias
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antitrombénicas em medicina humana e veterinaria (LOUKAS & PROCIV,
2001).

Através de técnicas de clonagem molecular, foi descrita uma familia de
pequenos peptideos secretados por vermes adultos, conhecidos como AcAPs
(A. caninum anticoagulant protein). Um potente inibidor do fator Xa da
coagulagdo, chamado Ancylostoma caninum peptideo anticoagulante 5
(AcAPS), foi uma das primeiras proteinas secretadas a ser purificada e clonada
de ancilostomideos de caes. Foi confirmado por técnicas imunohistoquimicas
que a AcAP5 localiza-se nas glandulas cefalicas em A. caninum (HARISSON et
al., 2001).

O grupo de moléculas conhecidas como cisteino proteases séao
abundantes em nematédeos e foram detectadas em produtos de
excrecao/secrecao (ES) em vermes adultos de A. caninum. Foi sugerido que
uma cisteino proteinase, a catepsina B, possa estar envolvida com a
patogénese de enterites eosinofilicas no trato digestivo de seres humanos
(HARRORP et al., 1995).

Com relagdo as cisteino proteases (tipo catepsina B), alguns genes
foram clonados a partir de mRNA de vermes adultos de A. caninum,
destacando-se a Ac-CP-2 que é expressa no intestino de ancilostomideos e
estd envolvida em processos hemoglobinoliticos (experimentos in vitro)
(WILLIAMSON et. al, 2003). Outra cisteino protease de A. caninum, Ac68, foi
purificada e utilizada para fins diagnésticos imunolégicos de individuos
portadores de infecgdo causada por este helminto (LOUKAS, et al., 2000).

Varios cDNA codificando aspartico proteases tem sido identificados em
nematodeos, incluindo a enzima tipo catepsina D de ancilostomideos de céo e
homem, respectivamente, Ac-APR-1 e Na-APR-1. Essas proteases séo
expressas no intestino (microvilosidades) e em glandulas amphidiais. Elas
clivam a hemoglobina em numerosos sitios distintos (WILLIAMSON et. al,
2002).

As metaloproteases podem ser endoproteases ou exopeptidases, sendo
a sua atividade encontrada em produtos ES de A. caninum. A proteina MEP-1
de A. caninum foi clonada e caracterizada. A Ac-MEP-1 é uma enzima
dependente de zinco e é expressa no lumem intestinal de ancilostomideos

(vermes adultos). Estudos sugerem que Ac-MEP-1 esta envolvida na digestédo
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de hemoglobina, porém isto n&o ocorre quando a hemoglobina esta intacta,
somente quando esta sofre uma prévia digestédo parcial por Ac-APR-1 e Ac-CP-
2 (WILLIAMSON et al., 2004). Metaloproteases, encontradas em produtos ES
de verme adulto de Necator americanus, sao importantes no processo de
modulagdo da resposta imune, pois clivam a quimiocina eotaxina, substancia
responsavel pelo recrutamento de eosindfilos para o sitio de inflamacéao
(CULLEY et al., 2000).

Um outro grupo de moléculas encontrados nos produtos ES de
ancilostomideos s&o os inibidores de proteases. Um inibidor de serino protease
foi descrito em ES de verme adulto de A. ceylanicum (Kunitz inhibitor 1) como
um potente inibidor de enzimas pancreaticas envolvidas no processo digestorio
do hospedeiro como a tripsina, a quimotripsina e a elastase (MILSTONE et al.,
2000).

Enzimas com papel antioxidante também foram descritas em antigenos
ES de N. americanus. Estas enzimas provavelmente protegem a superficie
exposta da cuticula do verme da acédo oxidativa dos radicais livres gerados
pelos leucdcitos do hospedeiro (TAIWO et al., 1999).

Produtos de excrecgao/secregédo (ES) larvais também tém sido foco de
interesse de varios pesquisadores, principalmente apds a descoberta da familia
protéica ASP (Ancylostoma secreted-protein). Dentre os membros desta familia
se destaca uma proteina rica em residuos de cisteina, a ASP-1. Ela possui
peso molecular de 42kDa e é secretada antes mesmo da larva infectante
retomar sua alimentacao. Acredita-se que seu efeito imunomodulatério reside
em sua toxicidade sobre células efetoras do sistema imune, uma vez que essa
proteina possui alta homologia com proteinas de insetos venenosos (HAWDON
et al., 1996).

Outra proteina, desta mesma familia, que merece destaque € a ASP-2,
considerada como um dos principais candidatos a vacina para seres humanos.
A ASP-2 ¢ liberada pela larva depois de invadir o hospedeiro e acredita-se que
tenha importante papel na transicdo do modo de vida livre para o de vida
parasitaria. Apesar de ndo encontrar nenhuma atividade de protease, estudos
recentes mostram que a ASP-2 de Necator americanus possui similaridades de
estrutura e carga com quimiocinas (ASOJO et al., 2005) e que foi capaz de

induzir o recrutamento de neutréfilos e mondcitos tanto in vivo quanto in vitro.
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Este recrutamento, principalmente de neutrdéfilos, seria importante para causar
o aumento da permeabilidade tissular o que levaria ao favorecimento da
migracgao da larva pelo hospedeiro (BOWER et al., 2008).

Atividades de proteases do subtipo metaloproteases também ja foram
identificadas em produtos ES de larvas infectivas de A. caninum e A.
duodenale. Estas metaloproteases foram capazes de degradar a fibronectina
humana, componente da matriz extracelular do tecido conectivo da pele, o que

seria fundamental para a invasao da larva no hospedeiro (HOTEZ et al., 1990).

1.7. Geragao de vacinas

A comprovacéao de rapidas reinfecgoes apds o tratamento, a diminuigao
da eficacia apds o uso repetitivo e 0 aumento da resisténcia as drogas anti-
helminticas, faz com que o desenvolvimento de vacinas contra ancilostomideos
se torne ainda mais importante. E com este intuito que surge a Human
Hookworm Vaccine Initiative (HHVI), uma parceria entre varias instituicdes de
diferentes paises para tornar esta vacina disponivel no mercado. Esta iniciativa
€ liderada pela Sabin Vaccine Institute.

Uma vacina ideal para combater a ancilostomose seria aquela capaz de
bloquear a penetracdo e a migragcado do estagio larval nos tecidos ou aquela
capaz de interromper a alimentagédo do estagio adulto, ou até mesmo as duas
coisas (LOUKAS et al., 2006).

Até o momento, tém sido focadas duas abordagens principais de
imunizagao contra ancilostomideos: |) Imunizagao por larvas (L) irradiadas e Il)
Imunizagdo por proteinas recombinantes de excregao/secrecdo de larvas e
parasitos adultos: “Ancylostoma secreted protein” ASP-1 e ASP-2; “Astacin-like
metalloprotease” MTP-1; “aspartic protease” APR-1 (LOUKAS et al., 2005).

E importante ressaltar que, até hoje, nenhum ensaio de imunizag&o foi
capaz de induzir imunidade esterelizante. O que se tem visto € a reducao da
carga parasitaria e diminuigdo do tamanho, da fecundidade e da longevidade
dos helmintos adultos, o que resulta em redugao significativa da perda de
sangue (anemia) e de ovos liberados nas fezes dos hospedeiros (diminui¢céo da
transmissdo) (LOUKAS et al., 2006).
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Ja os ensaios in vitro demonstraram que os anticorpos produzidos pelo
estimulo vacinal reduzem a capacidade da larva de penetrar nos tecidos do
hospedeiro. Larvas incubadas com soro de caes vacinados com larvas
irradiadas apresentaram queda de 60% na migracao tecidual (FUJIWARA et
al., 2006). E larvas incubadas com soro de c&es vacinados com o antigeno de
A. caninum Ac-16 apresentaram reducao de 65% (FUJIWARA et al., 2007).

Os dados obtidos em diversos estudos levam a crer que a resposta
imune instalada devido a vacina resulte em uma atenuacdo das larvas
causando um prejuizo tanto na sua capacidade de penetragdo/migragcao quanto
no seu desenvolvimento sexual. Porém, o mecanismo exato de como se da a
protecao vacinal ainda é desconhecido. Sabe-se que sdo processos mediados
por anticorpos e que ha uma memdéria imunoldgica que se comprova pela
proliferacao linfocitaria observada nos animais vacinados.

Caes imunizados com larvas irradiadas apresentaram reducdao de
aproximadamente 90% da carga parasitaria quando submetidos a infeccao
(MILLER, 1965). Outro trabalho apresentou uma reducéo de 87% nos ovos
liberados nas fezes e reducdo de 53% no numero de vermes adultos
recuperados de caes imunizados se comparados com o0s cdes do grupo
controle (FUJIWARA et al., 2006). A resposta imune humoral é caracterizada
pela alta produgdo de anticorpos IgG1 e pela moderada de IgG2 contra o
antigeno larval ASP-2. Ocorre prolifercdo de linfécitos apenas nos érgaos
linféides préximos aos sitios de infecgédo. Além disso, a produgao de citocina IL-
4 predomina sobre interferon-gama (IFN-y) e IL-10, sugerindo uma resposta
Th2 localizada. Ocorre também um aumento significativo de células como
eosindfilos, linfocitos B e de linfécitos expressando o MHC classe 2
(FUJIWARA et al., 2006).

Hamsters e caes imunizados com ES de larva (ASP-2) apresentaram
protecao parcial (redugéo da carga parasitaria e de ovos liberados nas fezes)
quando desafiados em uma infecgao com A. ceylanicum (GOUD et al., 2004) e
A. caninum (MENDEZ et al., 2005) respectivamente.

A resposta imunolégica obtida na vacinacdo de caes com larvas
irradiadas e com antigenos de excregao/secre¢ao sao semelhantes, ja que em
ambos 0s casos 0s animais vacinados apresentaram altos niveis de anticorpos
para ASP-2 (FUJIWARA et al., 2005).

30



Um estudo imunoepidemiolégico demonstrou uma associagao positiva
entre os niveis de anticorpos IgE anti-ASP-2 e o risco reduzido de desenvolver
infeccdo grave por ancilostomideo em areas endémicas da China e do Brasil
(BETHONY et al., 2005).

Por estes achados é que o antigeno ASP-2 de Necator americanus foi
selecionado como candidato a vacina para controle da infeccdo humana por
ancilostomideo. Esta vacina ja foi testada em fase | de teste clinico (BETHONY
et al., 2008).

Caes imunizados com ES de verme adulto (cisteino protease Ac-CP-2)
apresentaram vermes adultos menores que aqueles recuperados dos caes do
grupo controle além de liberar menor quantidade de ovos nas fezes (reducgéo
da fecundidade) (LOUKAS et al., 2004).

Vacinagdo de cdes com a recombinante Ac-APR-1 induziu resposta
celular e humoral, reduzindo significativamente a carga parasitaria e a
quantidade de ovos produzidos por A. caninum em caes desafiados. Além
disso, os caes vacinados nao desenvolveram anemia. Anticorpos IgG dos caes
vacinados diminuiram a atividade catalitica da Ac-APR-1 in vitro. Estes
mesmos anticorpos também foram encontrados aderidos a mucosa intestinal
do verme adulto. Estes achados levam a crer que esta vacina realmente
interfere com o processo digestorio do parasito (LOUKAS et. al, 2005).

Uma vez que ensaios de imunizagdes com os ES de larva e de adulto
isolados produziram bons resultados, a tendéncia € criar uma vacina que reuna
um antigeno especifico de cada fase do helminto (vacina bivalente) ou uma
vacina que contenha um ES que seja expresso tanto na fase de larva quanto
na de adulto (vacina monovalente) (LOUKAS et. al, 2006).

Um trabalho recente apresentou um possivel candidato a producao de
uma vacina monovalente: o antigeno de A. caninum Ac-16, que é expresso na
cuticula do verme tanto na fase larval quanto na de adulto. A protegao induzida
em caes foi evidenciada pela reducdo de 63% na producéo de ovos pelas
fémeas e pela diminuigdo da perda de sangue pelo hospedeiro se comparado
ao grupo controle. A resposta vacinal é caracterizada por altos titulos de 1gG1,
IgG2 e IgE. Ocorre a proliferacédo de linfécitos especificos assim como uma

producao significante de IFN-y. A partir deste ultimo dado podemos concluir
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que o padrdao Th1 também exerce seu papel na imunidade conferida pela
vacinagao (FUJIWARA et al., 2007).

E esperado que com o uso de uma vacina em larga escala prolongue-se
o intervalo requerido entre os tratamentos anti-helminticos peridédicos e leve
também a um atraso no surgimento de resisténcia as drogas hoje disponiveis,

além de prevenir o quadro de doenga (redugéo da morbidade).

1.8. Protedmica

A protebmica € uma abordagem funcional do genoma de um organismo
vivo, ou seja, propbe-se a analisar de forma global o conjunto de proteinas
expressas por uma célula até mesmo por um organismo inteiro num dado
momento, condigdo ou estagio de vida. Ao conjunto de proteinas produzidas
da-se o nome de proteoma. Além de dizer quais proteinas sdo expressas, esta
analise permite avaliar os niveis de expressdo e o momento em que essas
proteinas sao produzidas (MULVENNA et al., 2009).

A caracterizagdo de proteomas tem sido feita gracas aos avangos
obtidos para duas tecnologias: a eletroforese em gel em duas dimensdes e a
espectrometria de massa (ASHTON et al., 2001).

A eletroforese em duas dimensdes consiste em duas etapas. A primeira
etapa da separacdo, denominada primeira dimensdo, consiste em uma
focalizagao isoelétrica, procedimento usado para determinar o ponto isoelétrico
(pl) de uma proteina. As proteinas, sob influencia de um campo elétrico,
percorrem um gel ou uma fita de papel onde ha um gradiente de pH. Elas
migram e estacionam no pH correspondente ao seu pl, onde sua carga liquida
€ zero. Na segunda dimensao, as proteinas sao separadas por eletroforese
convencional (SDS-PAGE) de acordo com seu peso molecular. Ao final obtém-
se um perfil bidimensional de pontos no gel ou “spots”, cada um contendo
moléculas de uma proteina especifica (MORPHEW et al., 2007).

Combinando estes dois métodos de separagdo, consegue-se a
resolucdo de misturas complexas de proteinas. Este método composto € mais
sensivel do que a focalizacao isoelétrica ou a eletroforese em SDS sozinhos. A

eletroforese bidimensional, portanto, separa as proteinas de peso molecular
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idéntico, que diferem em seu ponto isoelétrico, ou proteinas com pl similar,
porém de pesos moleculares diferentes.

Até recentemente, as proteinas eram identificadas apenas por sua
sequéncia primaria de aminoacidos ou por suas propriedades antigénicas. Hoje
os meétodos de escolha baseiam-se na espectrometria de massa, que
determinam de forma acurada a massa molecular (ASHTON et al., 2001).

Basicamente, as proteinas sofrem a digestdo por uma protease, como a
tripsina, e sédo transformadas em uma mistura de peptideos. Estes, por sua
vez, sdo ionizados, em seguida, acelerados por um campo elétrico a vacuo e,
posteriormente, analisados por um detector que utiliza como um dos
parametros o tempo de vOo dos peptideos no espectrdbmetro. Ao final do
processo, obtém-se a razao massa/carga das moléculas.

A identificacdo dos peptideos processados se da através do acesso ao
banco de dados de sequéncias génicas por diferentes ferramentas de
bioinformatica.

A espectrometria de massa permite de forma sensivel, acurada e rapida
a identificacdo de proteinas. Além disso, € menos trabalhosa que as outras
técnicas de identificacdo de proteinas como por producédo de anticorpo ou por
screening de bibliotecas de clones.

Tentativas anteriores de identificacdo de proteinas, como os produtos
ES, baseavam-se na analise individual de proteinas ou de pequenas familias
protéicas, geralmente tendo como ponto de partida uma sequéncia génica
seguida da produgao e caracterizagao do antigeno recombinante (ZHAN et al.,
2003).

Estudos de analise protedmica para ancilostomideos sao praticamente
inexistentes, ao contrario do que ja ocorre para outros helmintos de importancia
parasitolégica como Fasciola spp. (MORPHEW et al., 2007); Ascaris spp.
(ISLAM et al., 2004); Trichinella spp. (ROBINSON et al., 2007); Haemonchus
contortus (YATSUDA et al. 2003); Brugia malayi (HEWITSON et al., 2008);
Schistosoma mansoni (KNUDSEN et al. 2005) e também para vermes de vida
livre como Caenorhabditis elegans (TABUSE et al., 2005).

Assim como nos ensaios de imunizacao, as proteinas de interesse para

a analise protebmica sao aquelas envolvidas na interface parasito-hospedeiro
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que modificam o ambiente modulando a resposta imune do segundo para
garantir o desenvolvimento e sobrevivéncia do primeiro.

Estudos de proteémica tém sido realizados com diferentes objetivos tais
como: 1) verificar mudangas no padrao de expressao de proteinas ES e totais
(para Ascaris suum) quando o parasito é submetido a diferentes ambientes
(aerobico e anaerobico) na tentativa de compreender melhor as modificagdes
que ocorrem no parasito durante seu ciclo de vida (ISLAM et al., 2004); 2)
analisar de forma comparativa o proteoma de antigenos ES de diferentes
espécies pertencentes ao mesmo género (Trichinella) que parasitam o mesmo
hospedeiro, porém se comportam de forma oposta, com o intuito de explicar
tais diferencas biologicas (ROBINSON et al., 2007); 3) acompanhar as
alteragdes nos perfis de expressao protéica do verme durante as diferentes
fases de seu ciclo de vida (TABUSE et al., 2005) e 4) comparar a protedmica
de antigenos ES do parasito (Fasciola) quando liberados in vitro e in vivo com o
objetivo de analisar quais sdo os constituintes majoritarios e se ha mudancgas
no padrao de expressao sob as duas situagdes propostas (MORPHEW et al.,
2007).

Para os ancilostomideos, ha o trabalho de MULVENNA e colaboradores
(2009) que avaliou o conteudo dos produtos ES para a fase adulta do
Ancylostoma caninum. Neste estudo foram identificadas 105 proteinas, sendo,
na sua maioria, lectinas e proteases pertencentes as trés maiores classes
encontradas em nematddeos: aspartico, cisteino e metaloproteases.

Todos estes trabalhos demonstraram o valor da protedbmica como
ferramenta para a identificacdo de proteinas que sao diferencialmente
expressas quando analisadas sob circunstancias diferentes e quais delas sao
imunogénicas.

Estas proteinas-chave podem ser a explicagdo para os aspectos
envolvidos na complexa interacdo parasito-hospedeiro e, também, possiveis

alvos para novas quimioterapias e para o desenvolvimento de vacinas.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de sua importancia global e da cronicidade das infecgbes por
ancilostomideos, muito pouco € conhecido sobre os mecanismos de interacéo
parasito-hospedeiro, principalmente em relagdo aos aspectos imunoldgicos
humorais e celulares frente aos vermes adultos e as formas larvais. Nao se
sabe ao certo se a resposta imunoldgica instalada exerce qualquer efeito
significante em termos de protecdo ao hospedeiro ou de sobrevivéncia do
parasito.

Mesmo com essas lacunas sobre o entendimento da resposta imune
contra ancilostomideos, os estudos moleculares com antigenos do parasito
para o desenvolvimento de vacinas tem avangado a cada dia. Entretanto, n&o
ha descrito na literatura nenhum estudo que se proponha a analisar de forma
comparativa o proteoma do parasito e a resposta do hospedeiro frente aos
antigenos das diferentes espécies de ancilostomideos em seus diferentes
estagios de vida (larva e verme adulto).

Para outras parasitoses, como € o caso do nematddeo Gnathostoma
binucleatum, estudos com objetivos semelhantes resultaram em melhoria no
diagndstico, alencando antigenos que tornaram o método espécie-especifico
(CABALLERO-GARCIA et al., 2007). Além disso, a andlise proteémica de
antigenos secretados-excretados resultou em novas perspectivas para elucidar
diferencas biologicas na interagcdo parasito-hospedeiro de duas espécies do
género Trichinella (ROBINSON et al., 2007).

Nesse trabalho nos propomos a analisar, de forma comparativa,
diferentes aspectos da relagao parasito-hospedeiro, como o perfil protéico dos
produtos excretados e secretados (ES) das diferentes espécies de
ancilostomideos. Ha mais de vinte anos que estudos com esta proposta nao
sao publicados na literatura.

Os resultados dessas analises poderéo ajudar a elucidar, por exemplo, o
porqué de uma das espécies que parasita caes, o Ancylostoma ceylanicum, ser
também capaz de infectar e fechar o ciclo de vida em humanos, enquanto as

demais espécies de caes nao o fazem.

36



As conclusbes deste estudo poderdo contribuir para uma melhor
compreensao dos aspectos envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro com
reflexos futuros no controle desta parasitose de importancia mundial tanto em

medicina humana quanto animal.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar um estudo comparando aspectos parasitologicos, imunolégicos
e moleculares da infeccdo canina por trés espécies de ancilostomideos: A.

caninum, A. ceylanicum e A. braziliense.

3.2. Especificos

e Estabelecer infecgdes para A. braziliense e A. ceylanicum em caes no
canil do Departamento de Parasitologia da UFMG;

e Comparar o curso da infecgdo canina para as trés espécies de
ancilostomideos através de parametros parasitolégicos (eliminagédo de
ovos nas fezes e recuperagao de vermes adultos) e parametros clinicos
(contagem de hemacias e leucdcitos circulantes);

e Comparar o perfil protéico dos produtos excretados e secretados e de
antigeno total de verme adulto e de larva L; das trés espécies de
Ancylostoma;

¢ Identificar, através da espectrometria de massa, proteinas de interesse
selecionadas a partir dos perfis protéicos;

e Comparar a resposta imune humoral dos hospedeiros durante a fase
aguda da infecgdo frente a antigenos totais e de excregao-secregao
tanto de larvas L3 quanto de vermes adultos das espécies A. caninum,
A. braziliense e A. ceylanicum.

e Analisar o perfil imunogénico obtido para as diferentes espécies de
parasitos através de reacbes cruzadas entre soros de animais com
infeccdo especifica frente a antigenos ES e total de larvas de terceiro
estadio e de vermes adultos de A. braziliense, A. caninum e A.

ceylanicum;
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4. METODOLOGIA

Todos os procedimentos aqui relatados visaram minimizar o sofrimento
dos animais seguindo as recomendagbes do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). Este projeto foi submetido a analise pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA/UFMG) e aprovado sob o numero de protocolo: 65/2008.

4.1. Obtencgao das cepas de Ancylostoma

Para A. braziliense, a cepa foi isolada primeiramente de um cao
proveniente do Centro de Controle de Zoonoses da prefeitura municipal de
Belo Horizonte, infectado com mais de uma espécie de Ancylostoma. As
fémeas de A. braziliense (n=20) obtidas foram maceradas e dos ovos retirados
foram feitas coproculturas e as larvas resultantes (n=450 L3/animal) foram
inoculadas via oral em dois gatos. Depois as larvas obtidas dos gatos
passaram por um cao e deste foram obtidas as larvas infectantes para o grupo
experimental (MILLER, 1966).

Para A. ceylanicum, larvas proveniente de hamsters infectados foram
inoculadas via oral em um c&o. Posteriormente, as larvas deste foram utilizadas
na infecgdo do grupo. A cepa originaria era proveniente da George Washington
University.

Para A. caninum, as larvas infectantes do grupo experimental foram
gentiimente cedidas pelo laboratério de Helmintologia Veterinaria do
Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais. A

cepa originaria era proveniente da George Washington University.

4.2. Manutencao das cepas de Ancylostoma

Para manutencdo das trés cepas de Ancylostoma utilizadas neste
trabalho foram utilizados caes (Canis familiaris) de ambos 0s sexos, com
aproximadamente dois meses de idade e sem raca definida. Todos os animais
foram obtidos através de doagao e passaram por vermifugagao prévia (Printel

3mL/cao, via oral, dose unica — Centagro).
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Outros modelos experimentais, como camundongos e ratos, ndo s&o
considerados adequados uma vez que, nestes hospedeiros, os vermes nao
atingem a fase adulta, sendo classificados como modelos nao fisiolégicos
(XIAO et al., 1998).

Os animais foram mantidos no canil do Departamento de Parasitologia
do ICB/UFMG, em celas metalicas individuais, num total de oito animais por
grupo experimental, totalizando vinte e quatro animais. Foram oferecidas agua
e ragcao comercial diariamente. A limpeza das celas foi feita duas vezes por

semana.

4.3. Infecgao dos grupos experimentais

Para infecgédo, 100 larvas de terceiro estadio (L3) por quilo de animal
foram inoculadas, via oral, por animal, com a respectiva espécie de
Ancylostoma do grupo experimental ao qual o c&do pertencia. Cada grupo
experimental foi infectado em um tempo diferente para evitar a manutencao
concomitante de cepas infectantes para o hospedeiro. As tabelas 1, 2 e 3 a
seguir mostram a quantidade de larvas L3 que cada animal ingeriu de acordo

com Seu peso:

TABELA 1: Infecgao do grupo Ancylostoma braziliense segundo o peso

por animal
Céao Peso (Kg) Volume ingerido (uL) Quantidade L3 ingerida
1 29 186 290
2 2,8 180 280
3 2,8 180 280
4 3,2 205 320
5 3 193 300
6 2,9 186 290
7 2,1 135 210
8 3,6 230 360
Média 2,91 (£ 0,42) 186,88 (+ 26,8) 291,25 (£ 42,2)

A concentracao de larvas na solucéo era de 156 L3/100uL.
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TABELA 2: Infec¢ao do grupo Ancylostoma caninum segundo o peso por

animal
Cao Peso (Kg) Volume ingerido (uL) Quantidade L3 ingerida
1 1,4 156 140
2 1,2 133 120
3 1,5 167 150
4 1,6 172 160
5 1,2 133 120
6 1,25 139 125
7 1,1 122 110
8 1,2 133 120
Média 1,31 (£ 0,17) 144,38 (£ 18,2) 130,63 (+ 17,4)

A concentracao de larvas na solucéo era de 90 L3/100uL.

TABELA 3: Infecgao do grupo Ancylostoma ceylanicum segundo o peso

por animal
Cao Peso (Kg) Volume ingerido (uL) Quantidade L3 ingerida
1 2,75 1100 275
2 2,75 1100 275
3 2,3 920 230
4 3 1200 300
5 3,2 1300 320
6 34 1400 340
7 1,7 700 170
8 2,1 850 210
Média 2,65 (+ 0,58) 1071,25 (+ 235,5) 265,00 (+ 57,8)

A concentracao de larvas na solucéo era de 25 L3/100puL.
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4.4. Coleta de sangue

As coletas de sangue para obteng&o de soro ocorreram nos dias 0, 7, 14
(periodo de inicio de paténcia) apds a infecgao (DAI) e no dia da necrépsia dos
animais. O sangue coletado foi centrifugado e o soro obtido foi aliquotado e
estocado em freezer a -20°C até a sua utilizagdo nos testes imunoldgicos.

Além da coleta para a realizagao dos testes imunologicos, o sangue foi
também coletado para a realizacdo dos exames hematolégicos como a
contagem global de leucécitos e de hemacias. Para isto utilizou-se tubo

contendo anticoagulante EDTA (BioClin).
4.5. Contagem de hemacias

As coletas de sangue para contagem de hemacias ocorreram nos dias 0,
7 e 21 apos a infecgao (DAI). A contagem foi feita pelo método da camara de
Neubauer. Fez-se uma mistura de 4mL do liquido diluidor (PBS) com 20uL de
sangue, diluicdo final 1:200. Apds agitacdo, os reticulos da camara foram
preenchidos e ficaram em repouso por 5 minutos. Apds sedimentagao dos
glébulos, procedeu-se a contagem dos reticulos no microscopio e ao valor

encontrado multiplicou-se pelo fator de converséo (10.000).
4.6 Contagem global de leucécitos

As coletas de sangue para contagem de leucécitos ocorreram nos dias
0, 7 e 21 apos a infecgao (DAI). A contagem foi feita pelo método da cdmara de
Neubauer. Fez-se uma mistura de 400uL do liquido diluidor (liquido de Turck)
com 20uL de sangue, diluigao final 1:20. Apds agitacao, os reticulos da camara
foram preenchidos e ficaram em repouso por 5 minutos. Apds sedimentagcao
dos globulos, procedeu-se a contagem dos reticulos no microscopio e ao valor

encontrado multiplicou-se pelo fator de conversao (50).
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4.7. OPG

Sete dias apds a infecgdo, foi iniciada a coleta de fezes dos animais
infectados, trés vezes por semana, para realizagcdo do exame de fezes, que
consistiu na contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG), segundo
a técnica de McMaster (COLES et al., 1992).

Para isso, das fezes coletadas foram retirados dois gramas, que foram
homogeneizadas em 30mL de agua. A essa solugao foi acrescentado mais
30mL de solugdo salina saturada. ApoOs agitagdo vigorosa, a camara foi
preenchida e levada ao microscopio Optico para observagdo e contagem dos
ovos. A soma das contagens multiplicou-se pelo fator 200 para obter o valor de
OPG final.

4.8. Coprocultura / Baermann

Além da contagem de OPG, as fezes foram utilizadas para a
coprocultura. As fezes, foi acrescentado um pouco de &gua para
homogeinizagdo do material, adicionando-se, em seguida, vermiculita de
granulagao 1 para aeragado do meio. Essa coprocultura foi incubada a 27°C por
sete dias, quando foi entdo feito o exame de Baermann Moraes modificado
(BARCANTE et al., 2003) para recuperacao das larvas infectantes L3, apds, no

minimo, 12 horas.

4.9. Preparacao das larvas

As L3 recuperadas foram lavadas em solugédo salina tamponada (PBS
pH 7,4) e centrifugadas (200g — 5 minutos — 25°C). Este procedimento foi
repetido trés vezes e, posteriormente, as L3 foram contadas por estimativa em
microscopio estereoscopio. As larvas recuperadas foram tratadas com HCI
0,1% por 10 minutos sob agitacdo (axenizagdo). Ao término, a solugdo foi
novamente lavada em solugao salina e armazenada ao abrigo de luz até a sua

utilizacao.
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4.10. Obtengao dos vermes adultos

Os vermes adultos de Ancylostoma foram obtidos apds necropsia dos
caes. Por motivos operacionais, que nao fizeram parte do desenho
experimental, o tempo de sacrificio dos trés grupos experimentais foi diferente:
54 DAI para o grupo de A. braziliense, 63 DAl para o grupo de A. caninum e de
39 DAI para o grupo de A. ceylanicum.

O método de escolha para a eutanasia dos animais foi o de sobredose
de anestésico geral (Tiopental Sodico 2,5%) via endovenosa. Este
procedimento esta de acordo com a resolu¢gdo numero 714 de 20/06/2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Apds o sacrificio, os animais foram colocados em decubito dorsal e
tiveram a cavidade abdominal aberta. Os intestinos delgados foram retirados e
tiveram a mucosa raspada e lavada para desprendimento dos vermes adultos
fixados.

Em seguida, ocorreu a filtragem do conteudo intestinal em tamis de
0,25mm. O material filtrado foi transferido para um recipiente transparente, sob
jato de agua, para separagao dos vermes adultos machos e fémeas e posterior

contagem e identificagao, utilizando um microscopio estereoscopico.

4.11. Obtencgao de produtos ES de larvas

A partir da obtencédo das larvas L3 axénicas, essas foram adicionadas
em placas estéreis contendo meio de cultura RPMI 1640 numa taxa de 100.000
larvas por mililitro de meio. A essa cultura foi acrescentado 6% de solugéo de
antibiotico/antimicético (Invitrogen, EUA). Toda esta etapa foi realizada em
capela de fluxo laminar.

A cultura foi incubada em estufa por, no minimo, 18 horas a 37°C e 5%
de gas carbénico. Ao final da incubagdo, o meio de cultura foi coletado e
centrifugado (14.000g por 3 minutos) e o sobrenadante contendo os antigenos
ES foi armazenado a -20°C. O sedimento contendo as larvas também foi
guardado para posterior produgao de antigeno total.

Para concentrar os antigenos produzidos, adicionou-se o meio de cultura
em tubo contendo filtro de limite de 10kDa (Millipore 10.000 MWCO) seguido
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de centrifugagdo (6000g / 10 minutos / 4°C). O volume concentrado era
colocado em tubo eppendorf. Foi adicionado um coquetel de inibidores de

proteases (Promega) para conservagao das amostras.

4.12. Obtencgao de produtos ES de vermes adultos

O protocolo de obtengédo de antigenos ES de verme adulto foi realizado
de forma semelhante ao ja descrito para obtencao de produtos ES de larvas.
Basicamente, vermes adultos coletados apds necropsia foram previamente
lavados em PBS e adicionados em tubos Falcon contendo o meio RPMI 1640
suplementado com 6% de solugao de antibidtico/antimicético (Invitrogen, EUA),
numa taxa de 15 vermes por mililitro de meio. Toda esta etapa foi realizada em
capela de fluxo laminar.

A cultura foi incubada em estufa por, no minimo, 18 horas a 37°C e 5%
de gas carbénico. Ao final da incubagdo, o meio de cultura foi coletado e
centrifugado (14.000g por 3 minutos) e o sobrenadante contendo os antigenos
ES armazenado a -20°C. Os vermes adultos também foram guardados para
posterior produgéo de antigeno total.

Para concentrar os antigenos produzidos, adicionou-se o meio de cultura
em tubo contendo filtro de limite de 10kDa (Millipore 10.000 MWCO) seguido
de centrifugagdo (6000g / 10 minutos / 4°C). O volume concentrado era
colocado em tubo eppendorf. Foi adicionado um coquetel de inibidores de

proteases (Promega) para conservagao das amostras.

4.13. Producgao de extrato total (larva e verme adulto)

As larvas e vermes adultos remanescentes do cultivo de produtos ES
foram utilizados na obtencao dos extratos totais.

A producado de extrato total a partir de larvas L3 foi feita a partir do
rompimento das larvas por sonicagdo em banho de gelo. Foram feitos 40 ciclos
de 30 segundos cada com intervalo de 1 minuto entre eles (Ultrasonic
Homogenizer — 4710 Series — Modelo CP50). O material foi centrifugado (6.000

rom / 15 minutos / 4°C). O sobrenadante, contendo os antigenos, foi dosado
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posteriormente. Foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases
(Promega) para conservagao das amostras.

A producdo de extrato total a partir de vermes adultos foi feita pela
maceragao mecanica dos parasitos (rompimento de cuticula e membranas)
através do macerador de tecidos (Tissue Grinder, Fisher Scientific, EUA)
seguido da separagao de debris por centrifugagcéo (14.000 rpom / 10 minutos /
4°C). Foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases (Promega) para

conservarcao das amostras.

4.14. Dosagem dos antigenos produzidos

Os antigenos produzidos nas etapas descritas anteriormente foram
dosados para determinar a concentracdo de proteinas. As proteinas foram
dosadas pelo uso de kit comercial (Pierce BCA kit, Pierce, USA) seguindo as
instru¢des do fabricante. A proteina albumina de soro bovino foi utilizada como

padrao.

4.15. Obtengao dos perfis protéicos

Para a obtencao dos perfis protéicos de produtos ES e de extratos totais
das larvas e vermes adultos foi utilizada a técnica de eletroforese SDS-PAGE.

Vinte microgramas de cada extrato foram misturados em tamp&o de
amostra 5X e fervidos por 5 minutos a 95°C. As amostras foram resolvidas em
gel de poliacrilamida a 12% em uma voltagem de 70V durante a resolugéo no
gel de concentragao (stacking gel) e de 130V no restante da corrida, em
tampéo tris-glicina 1X (25mM Tris base, 200Mm Glicina, 3mM SDS).

Os geéis foram corados por Coomassie brillante blue R250 (Amersham
Biosciences) e por nitrato de prata. Resumidamente a coloragdo por
Coomassie se deu pela imersao do gel em trés diferentes solugbes fixadoras
(Fixadora 1: acido ortofosforico 2%, etanol 30%; Fixadora 2: acido ortofosforico
2%; Fixadora 3: acido ortofosfoérico 2%, etanol 18%, sulfato de amoénio 12%).
Ao final , acrescentou-se 500uL da solugdo de Coomassie 2% (p/v) na ultima
solugdo fixadora e o gel ficou imerso nesta solucdo até a visualizagéo

adequada das bandas. Ja na coloragéo pelo nitrato de prata, o gel ficou imerso
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em solugéo fixadora (50% metanol, 12% acido acético) por 30 minutos; lavado
trés vezes, 20 minutos cada, com solucdo de 50% de etanol; imerso em
solucao de tiosulfato de sodio 0,02% por 1 minuto; lavado com agua destilada;
imerso em solugéo de nitrato de prata 0,2% por 20 minutos; lavado novamente
em agua destilada e imerso em solugdo reveladora (carbonato de sédio 6%,
formaldeido 0,05%) até a visualizagdo das bandas. A reagao foi interrompida
com agua destilada e o gel foi estocado em solugdo de metanol 50%.

Para estimar o peso molecular de determinadas bandas utilizou-se o
método de regressao linear construido a partir dos dados referentes a migracao
das bandas do padrédo de peso molecular.

4.16. Testes imunolégicos

4.16.1. “Enzyme lynked immunossorbent assay” — ELISA

Na técnica de ELISA, placas de poliestireno foram sensibilizadas com
proteinas do parasito e os soros a serem testados foram adicionados as placas
para a formagao de complexos imunes. As ligagées antigeno-anticorpo foram
revelados por uma solugado contendo uma anti-imunoglobulina conjugada a
uma enzima capaz de produzir reagao colorida quando se adiciona o substrato
adequado.

Resumidamente, 100uL dos diferentes antigenos, na concentragdo de
5ug/mL, diluidos em tampao carbonato (0,05 M NaHCO; pH 9,6) foram
aderidos as placas (BD Falcon) por aproximadamente 16 h a 4°C. Em seguida,
as placas foram lavadas quatro vezes com tampao de lavagem (0,15 M PBS;
Tween 0,05%). Apds a lavagem, as placas foram bloqueadas com 250uL por
poco da solugéo de bloqueio (PBST20 0,5%; 2% leite desnatado em pd) por 1
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, 100uL dos soros a serem
testados, em duplicata, foram adicionados diluidos seriadamente (1:100 até
1:121.500) em PBST20 e a placa incubada por aproximadamente 16 h a 4°C.
As placas foram subsequentemente lavadas por cinco vezes em tampéao de
lavagem. A seguir, 100uL do anticorpo secundario (IgG) conjugado a enzima
peroxidase (Bethyl Laboratories Inc., USA) diluido na proporcao de 1:10000 em
PBST20 foram adicionados as placas por 1 hora e 30 minutos a temperatura
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ambiente. ApoOs cinco lavagens, 100uL da solugdo contendo o substrato
enzimatico peroxido de hidrogénio (H202) e cromédgeno (O-Phenylenediamine —
Sigma-Aldrich Co., USA) foram adicionados as placas e as mesmas foram
incubadas no escuro a 37°C por 30 minutos. A reagdo enzimatica foi
interrompida com a adigdo de 50uL por pogo de 2N H,SO4. A medida da
absorbancia foi feita no leitor de ELISA utilizando filtro de 490nm (Microplate
Reader Model 3550 - BioRad).

Os soros obtidos dos caes deste estudo foram testados, em pool (n=8),
para os quatro pontos de coleta de soro mencionados anteriormente. Um pool
de soros de animais negativos mantidos na George Washington University foi
utilizado como controle negativo da reagao.

O titulo de anticorpo de determinado soro s6 foi considerado positivo
quando o mesmo apresentava um valor de absorbancia superior ao valor de
absorbancia do seu controle negativo correspondente acrescido de 0,100
(BETHONY et al., 2008).

4.16.2. Imunoblotting - “Western Blot”

A analise das fragdes antigénicas foi realizada através das técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida e de Western Blot.

Na técnica de Western Blot, as proteinas do parasito séo,
primeiramente, separadas, de acordo com o seu peso molecular, pela técnica
de SDS-PAGE, e depois transferidas eletricamente para uma membrana de
nitrocelulose, onde a reagado imunoldgica € processada. A analise imunolégica
das fragbes é feita pela imersdo das tiras de nitrocelulose em uma solugéo
(soro) contendo os anticorpos especificos para as fragdes. As tiras sdo entao
colocadas em uma solugédo contendo anti-imunoglobulina conjugada a uma
enzima. Para visualizar a ligagao antigeno-anticorpo, adiciona-se um substrato
especifico que, sob a agdo da enzima, origina um precipitado
quimioluminescente. Este sinal &, por fim, captado em um filme de raio X.

A revelagdo produz uma série de bandas no fiime de raio X que
correspondem as proteinas imunogénicas reativas com o soro utilizado. Um
padrdao de peso molecular permite a identificacdo de cada antigeno e o

conjunto de bandas e seus pesos caracterizam um padrdo imunoldgico, ou
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perfil, especifico para cada parasito frente ao soro analisado. Ao contrario do
ELISA, o Western Blot é capaz de distinguir entre reatividade cruzada e um
resultado especifico.

As proteinas depois de separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, foram, em seguida, transferidas em tampao de transferéncia
(20% metanol, 18.5 yM Tris base, 0,14 M Glicina) para uma membrana de
nitrocelulose a 20 V por 30 minutos (Semi-dry blot cell transfer - BioRad). A
eficiéncia da transferéncia foi analisada corando a membrana com vermelho de
Ponceau (Sigma). A membrana foi lavada em agua corrente até a retirada do
excesso de corante.

Para bloquear os sitios ndo especificos aos anticorpos, a membrana foi
incubada com tampédo PBS Tween 20 0,3% adicionado de leite em pé
desnatado 5% por uma hora, sob agitacdo. Ao final desta etapa, a membrana foi
lavada por trés vezes, dez minutos cada, com tampéo de lavagem (0,15 M PBS;
Tween 0,05%). O anticorpo primario, proveniente do pool dos soros dos céaes
infectados, foi diluido na concentragcdo de 1:2000 em tampao PBS 0.05%
Tween 20 e exposto a membrana de nitrocelulose durante 1 hora, sob agitagao.
Apos 3 lavagens, dez minutos cada, com PBS 0,05% Tween 20, a membrana
foi exposta ao anticorpo secundario contra IgG total de cao conjugado a enzima
peroxidase (Bethyl Laboratories Inc., USA) diluido na concentragao de 1:20000
em tampéo PBS 0.05% Tween 20 durante 1 hora, sob agitagdo. A membrana
foi lavada 3 vezes, dez minutos cada, com tampao PBS 0,05% Tween 20,
seguida de mais duas lavagens, dez minutos cada, com PBS 1x. Por fim, a
membrana foi revelada com o kit ECL-Amersham Plus (Ge Healthcare)
seguindo as recomendacdes do fabricante.

Os soros obtidos dos caes deste estudo foram testados, em pool, frente
a antigenos ES e totais de verme adulto e de larvas L;. Um pool de soros de
animais negativos mantidos na George Washington University foi utilizado

como controle negativo da reacéo.
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4.17. Espectrometria de massa
4.17.1. Obtengao dos peptideos e preparo das amostras

Apos a corrida eletroforética, as bandas de interesse, coradas por
Coomassie brillante blue R250, foram excisadas do gel com auxilio de Iamina
de bisturi n° 15, descoradas com acetonitrila 50% e bicarbonato de amoénio 25

mM pH 8,0, desidratadas com acetonitrila 100%, secadas em Speed vac e,

posteriormente, tratadas com a enzima tripsina (Promega®) por
aproximadamente 16 horas a 37° C.

Os peptideos resultantes da tripsindlise da amostra foram
dessalinizados através de micropurificacdo em ZipTips® C18 (Millipore-Bedford,
EUA), seguindo recomendacgdes do fabricante.

A analise foi realizada com a aplicagado de 0,5 uL da amostra mais 0,5
uL da matriz CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicindmico) em uma placa MTP
AnchorChip 800/384.

4.17.2. Analise dos peptideos

O espectrébmetro de massa utilizado neste trabalho pertence ao Nucleo
de Estrutura e Fungdo de Biomoléculas (Departamento de Bioquimica e
Imunologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas
Gerais).

Para as analises foi utilizado o espectrébmetro de massa sistema MALDI-
TOF-TOF MS (Autoflex Ill Smartbeam, Bruker Daltonics, Alemanha).

Os espectros de MS (espectrometria de massa) e MS/MS
(espectrometria de massa em tandem) foram obtidos no modo positivo, 0 modo
de operagao da aquisigao foi Linear (Laser repetition rate a 50 Hz, lon source
voltage 1 a 20 kV, lon source voltage 2 a 18,3 kV, lon source 3 voltage 6,75 kV
e number of shots de 200). Para a fragmentagao de peptideos tripsinolisados
no PMF (Peptide Mass Fingerprinting) foi empregado o método CID (Collision
induced dissociation).
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Os resultados da espectrometria foram obtidos na forma da razao
massa/carga para cada amostra utilizando-se o programa FlexControl 3.0. As
analises dos conjuntos de dados adquiridos foram feitas com o auxilio dos
programas FlexAnalysis 3.0 e Biotools 3.0. O aparelho foi previamente
calibrado com padrdes externos (Protein Calibration Standard | e IV - Bruker
Daltonics).

O perfil de massa molecular da amostra obtida por MS e MS/MS foi
submetido & analise comparativa utilizando o software MASCOT® (PERKINS et
al., 1999), o qual também compara massas de peptideos observados com um
banco de dados disponivel de massas virtuais de peptideos obtidos de
proteinas proteolisadas in silico e faz a identificacdo das proteinas mais
provaveis correspondentes as massas dos peptideos observados, este tipo de
analise que foi utilizada denomina-se Peptide Mass Fingerprinting (PMF). O
banco de dados utilizado nas analises foi do Swissprot 54.4. As ferramentas de
busca e analise comparativa de proteinas estao disponiveis na rede mundial de

computadores: Expasy Ferramentas ProteOmicas: http://us.expasy.org/tools/.

4.18. Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados gerados neste trabalho foi utilizado
o software GraphPad Prism 5. O tamanho da amostra por grupo experimental
(n=8) foi suficiente para discriminar se havia ou nao distribuicdo Gaussiana.
Para verificar isso, foram utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnoff e o de
Shapiro-Wilk. Para determinar se havia ou nao diferencga significativa entre as
meédias dos trés grupos analisados, os testes ANOVA seguido do de Bonferroni
(dados paramétricos) e os testes de Kruskal Wallis seguido do de Dunn (dados
nao-paramétricos) foram utilizados. Além destes, o teste de Grubb o qual
avaliava se ha ou né&o outliers nas amostras, foi também usado. Todos os
testes tiveram o intervalo de confianga de 95% com significancia para um valor
de P <0.05.

53



RESULTADOS



5. RESULTADOS

5.1. Eliminagao de ovos nas fezes (OPG):

A figura 2 a seguir mostra o numero de ovos por grama de fezes (OPG)
liberados ao longo da infecgao, desde o periodo de paténcia até proximo ao dia
do sacrificio para cada um dos grupos experimentais. Os valores apresentados
sdo meédias dos oito caes presentes por grupo. Para as trés espécies, o
periodo pré-patente foi semelhante, ou seja, em torno de duas semanas. Além
disso, todos apresentaram curvas crescentes de eliminagdo de ovos. Os
grupos parasitados por A. ceylanicum e A. caninum apresentaram valores
maximos na faixa de 20.000-30.000 ovos por grama de fezes enquanto o de A.
braziliense atingiu valores superiores, na faixa de 40.000-50.000 ovos por
grama de fezes.

Para verificar se houve diferencga significativa na liberagdo de ovos nas
fezes para os trés grupos experimentais, utilizou-se como critério a média de
ovos por grama de fezes dos quatro ultimos exames feitos por animal
(LOUKAS et al., 2005). A figura 3 a seguir mostra o0 numero médio de ovos
liberados para os trés grupos experimentais. O grupo parasitado pelo A.
braziliense apresentou a maior média (29.675) seguido pelos grupos de A.
caninum (21.488) e de A. ceylanicum (17.286). Como os dados néao
apresentaram distribuicdo normal, o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste
post-hoc de Dunn foram aplicados. A analise estatistica dos testes revelou
haver diferenga significativa (p=0.0487) entre as meédias dos grupos A.

ceylanicum e A. braziliense.
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FIGURA 2: Curva de OPG da infec¢cao causada pelas trés espécies

de Ancylostoma. A: A. caninum. B: A. ceylanicum. C: A. braziliense
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FIGURA 3: Média de ovos liberados por grama de fezes para os trés

grupos experimentais

5.2 Recuperagao dos vermes adultos:

As tabelas 4 e 5 a seguir ilustram a quantidade de vermes recuperados
por sexo por animal e a porcentagem de recuperagédo de vermes em relagédo a
quantidade de larvas de terceiro estadio ingeridas por cao para os 3 grupos
experimentais.

A quantidade de vermes recuperados por animal nos diferentes grupos
nao foi necessariamnete proporcional ao numero de larvas ingeridas por cada
cao (houve variagcdo no numero de larvas de acordo com o peso de cada
animal). Assim, o cado 4 do grupo de A. caninum, que ingeriu a maior
quantidade de larvas do grupo (160), foi o que apresentou a segunda menor
porcentagem de vermes recuperados para o grupo (Tabela 5). Do mesmo
modo esse fato foi também observado para os grupos de infectados por A.
braziliense e A. ceylanicum. O numero de vermes fémeas recuperado foi

superior ao de machos para os 3 grupos experimentais (Tabela 4).
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TABELA 4: Quantidade de vermes recuperados por sexo por animal

para cada grupo infectado pelas diferentes espécies

A. caninum A. ceylanicum A. braziliense

Cao |Machos|Fémeas| Total [Machos|Fémeas| Total [Machos|Fémeas| Total
1 25 33 58 47 85 132 64 97 161
2 11 28 39 113 165 278 56 78 134
3 40 53 93 64 50 114 51 62 113
4 12 35 47 39 62 101 69 31 100
5 25 29 54 66 52 118 55 71 126
6 31 25 56 54 92 146 34 23 57
7 6 11 17 36 39 75 37 97 134
8 14 22 36 50 48 98 79 94 173

Média | 20,50 [ 29,50 |50,00| 58,63 | 74,13 [132,75| 55,63 | 69,13 (124,75

Desvio| 11,7 12,0 | 220 244 41,1 62,5 15,3 29,0 36,2

TABELA 5: Porcentagem de recuperacao de vermes adultos em

relagdo a quantidade de larvas Ls; ingeridas por animal para os 3 grupos

experimentais

A. caninum A. ceylanicum A. braziliense
Céo ing |rec % ing rec % |ing rec %
1 140 58 | 41,43 | 275 132 | 48,00 | 290 161 | 55,52
2 120 39 [32,50 | 275 | 278 101,09 280 134 | 47,86
3 150 93 [62,00 | 230 114 | 49,57 | 280 113 | 40,36
4 160 47 | 29,38 [ 300 101 | 33,67 | 320 100 | 31,25
5 120 54 [ 45,00 | 320 118 | 36,88 | 300 126 | 42,00
6 125 56 | 44,80 | 340 146 | 42,94 | 290 57 | 19,66
7 110 17 | 15,45 | 170 75 | 44,12 | 210 134 | 63,81
8 120 36 [ 30,00 | 210 98 | 46,67 | 360 173 | 48,06
Média [ 130,63 50,00 37,57 | 265 [132,75| 50,37 |291,25(124,75| 43,56
Desvio| 17,4 | 22,0| 140 | 57,8 | 625 | 21,2 | 42,2 | 36,2 | 13,8
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Para verificar se houve diferenga significativa com relagdo a taxa de
recuperacao de vermes adultos aplicou-se o teste ANOVA seguido do teste de
Bonferroni, uma vez que as amostras possuiam distribuicdo normal. A figura 4
a seguir mostra a porcentagem média de recuperagdo de vermes adultos em
relacdo a quantidade de larvas L3 ingerida por grupo experimental. O grupo
parasitado por A. braziliense apresentou a maior porcentagem de recuperagao
de vermes adultos (43,57%) seguido pelos grupos de A. ceylanicum (43,12%) e
de A. caninum (37,57%). Entretanto, O valor p encontrado (0.5549) mostrou
nao haver diferenga estatistica entre os grupos experimentais. Foram

desconsiderados os out-liers da amostra.
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FIGURA 4: Porcentagem média de recuperagao de vermes adultos em

relagado a quantidade de larvas L;ingeridas por grupo experimental
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5.3 Analises hematolégicas:

A figura 5 a seguir demonstra de forma comparativa a variagdo no
numero de hemacias ao longo da infecgdo dos caes para as trés espécies
deste estudo. Todos os valores apresentados sdo as médias aritméticas dos
oito animais pertencentes a cada grupo experimental. Para cées entre trés e
seis meses de idade, como os usados nesse trabalho, os valores de referéncia
para 0 numero hemacias é 5,5 a 7 milhdes de células por milimetro cubico de
sangue. Portanto, de acordo com os valores encontrados, os animais ja
apresentavam anemia antes mesmo da infeccdo. O grupo experimental A.
caninum apresentou uma curva de decréscimo de hemacias mais acentuada
ao longo da infecgdo. Por outro lado, o grupo infectado por A. ceylanicum,
apresentou um leve decréscimo no inicio da infeccdo com elevagdo no numero

de hemacias durante o periodo analisado.
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FIGURA 5: Contagem média de hemacias ao longo da infec¢ao canina

para as trés espécies de ancilostomideos

Para verificar se houve diferenga significativa entre os grupos com
relacdo ao grau de anemia, utilizou-se como critério avaliar a média do numero
de hemacias em um tempo fixo (21 dias apds a infeccdo). Como os dados

apresentavam distribuicdo normal, os testes ANOVA e de Bonferroni foram
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aplicados. O valor p encontrado (0.0191) mostrou haver diferenca significativa
entre os grupos A. caninum e A. ceylanicum.

A figura 6 a seguir demonstra de forma comparativa a variagdo no
numero total de leucdcitos ao longo da infecgdo dos caes para as trés espécies
deste estudo. Todos os valores apresentados sdo as médias aritméticas dos
oito animais pertencentes a cada grupo experimental. Para cées entre trés e
seis meses de idade os valores de referéncia para o numero total de leucdcitos
€ 8 a 16 mil células por milimetro cubico de sangue. Todos os trés grupos
permaneceram dentro da faixa de referéncia durante todo o periodo de
experimentagdo. O grupo de A. caninum demonstrou um perfil diferente em
relacdo aos outros dois grupos experimentais. Somente este apresentou um

aumento no numero de glébulos brancos ao longo da infecgao.
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FIGURA 6: Contagem média de leucécitos ao longo da infecgao

canina para as trés espécies de ancilostomideos

Para verificar se houve diferenga significativa entre os grupos com
relacdo ao numero de leucdcitos utilizou-se como critério avaliar a média dos
oito animais em um tempo fixo (21 dias apds a infecgdo). Como os dados
apresentavam distribuicao normal, os testes ANOVA e de Bonferroni foram
aplicados. O valor p encontrado (0.0084) mostrou haver diferenca significativa

novamente entre os grupos A. caninum e A. ceylanicum.
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5.4 Dosagem dos antigenos totais e de ES de larvas L3 e de vermes

adultos:

A tabela 6 a seguir apresenta as concentragdes de proteinas expressas

em mg/mL obtidas com o auxilio do kit comercial (Pierce BCA kit, Pierce, USA).

Estdo listadas as concentragdes dos antigenos excretados e secretados e dos

antigenos totais das fases de larva de terceiro estadio e de vermes adultos

para as trés espécies deste estudo, totalizando doze tipos de antigenos

diferentes.

TABELA 6: Dosagem das proteinas excretadas e secretadas e das

proteinas totais de larvas L3 e de vermes adultos das trés espécies de

ancilostomideos

Tipo de antigeno

Concentracao BCA Kit (mg/mL)

ES L3 A. caninum 1,08
ES L3 A. ceylanicum 1,80
ES L3 A. braziliense 6,54
ES Verme A. caninum 2,50
ES Verme A. ceylanicum 1,52
ES Verme A. braziliense 2,35
Ag Total L3 A. caninum 4,65
Ag Total L3 A. ceylanicum 3,21
Ag Total L3 A. braziliense 6,93
Ag Total Verme A. caninum 2,61

Ag Total Verme A.
ceylanicum 3,18

Ag Total Verme A.
braziliense 6,14
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5.5 Resposta imune humoral:

A figura 7 a seguir apresenta de forma comparativa os titulos de
anticorpos da imunoglobulina G (IgG) total ao longo da infecgcdo que
reconheceram especificamente os antigenos totais das fases de larva de
terceiro estadio e verme adulto para as trés espécies de ancilostomideos
estudadas.

O reconhecimento dos anticorpos contra os antigenos totais de larva ndo
foram expressivos para os grupos A. ceylanicum e A. braziliense em nenhum
dos quatro pontos de coleta de soro. Ja para o grupo A. caninum, o titulo foi de
1:4.500 no dia do sacrificio.

Os titulos de anticorpos frente aos antigenos totais de vermes adultos
foram maiores que os obtidos para os antigenos de larva, exceto para o grupo
de A. ceylanicum que manteve-se com baixos titulos independente do tipo de
antigeno. Ja os grupos A. caninum e A. braziliense responderam, de forma
diferente, aos antigenos totais. O grupo A. caninum apresentou titulo (1:1.500)
no periodo de inicio da paténcia e terminou com um titulo de 1:13500 no dia do
sacrificio. O grupo de A. braziliense apresentou titulo expressivo (1:13.500)

apenas no dia do sacrificio.
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FIGURA 7: Titulos de anticorpos IgG total frente aos antigenos totais de larva de
terceiro estadio e verme adulto para as trés espécies de ancilostomideos ao longo da
infecgdo. A: A. caninum. B: A. ceylanicum. C: A. braziliense. L3: larva terceiro estadio.

AD: verme adulto. DAI: dias apds a infeccgéao.
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A figura 8 a seguir apresenta de forma comparativa os titulos de
anticorpos da imunoglobulina 1gG total ao longo da infeccdo que reconheceram
especificamente os antigenos secretados e excretados (ES) das fases de larva
de terceiro estadio e verme adulto para as trés espécies de ancilostomideos
estudadas.

O reconhecimento dos anticorpos contra os antigenos ES foi superior se
comparado aos antigenos totais, alcangando titulos trés vezes maiores
(1:40.500).

Tanto para os antigenos totais quanto para os antigenos ES de larva e
de verme adulto, o grupo A. ceylanicum demonstrou-se néo responsivo. Contra
os antigenos ES de larva, o grupo A. braziliense também n&o apresentou
titulos consideraveis em nenhum dos quatro pontos de coleta de soro. Ja para
0 grupo A. caninum, obteve-se titulo consideravel (1:4.500), contra antigenos
ES de larva, apenas no dia de sacrificio.

Os titulos de anticorpos frente aos antigenos ES de vermes adultos
foram maiores que os obtidos para os antigenos ES de larva, exceto para o
grupo de A. ceylanicum que manteve-se com baixos titulos independente do
tipo de antigeno. Ja os grupos A. caninum e A. braziliense responderam, em
niveis diferentes, aos antigenos ES de verme adulto. O grupo A. caninum
obteve titulos altos (1:40.500) desde o periodo de inicio da paténcia até o dia
de sacrificio. O grupo de A. braziliense apresentou titulo vinte e sete vezes
menor que o grupo de A. caninum no dia de inicio da paténcia (1:1.500) e

alcancgou titulo igual (1:40.500) no dia do sacrificio.
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FIGURA 8: Titulos de anticorpos IgG total frente aos antigenos secretados e
excretados de larva de terceiro estadio e verme adulto para as trés espécies de
ancilostomideos ao longo da infec¢do. A: A. caninum. B: A. ceylanicum. C: A.
braziliense. L3: larva terceiro estadio. AD: verme adulto. DAI: dias apds a infecgéo.
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5.6 Perfis eletroforéticos dos proteomas de larvas L; e de vermes
adultos:

As figuras a seguir ilustram os perfis eletroforéticos de proteinas totais e
de produtos ES das fases de larvas de terceiro estadio e de vermes adultos
para as trés espécies de ancilostomideos analisadas neste trabalho.

Séao apresentados géis corados por azul de Coomassie e por nitrato de
prata. Em uma analise geral destes perfis protéicos percebe-se que os géis
corados por nitrato de prata mostraram-se muito mais sensiveis que os corados
pelo azul de Coomassie, demonstrando a grande diversidade protéica que os
ancilostomideos possuem tanto para os extratos totais quanto para os produtos
ES. Outra caracteristica € a mudanga que ocorre nos perfis tanto de extratos
totais quanto no de produtos ES, quando se compara as fases de larva
infectante e verme adulto, caracteristica essa ja esperada. Todos os perfis
apresentaram proteinas dos mais variados pesos moleculares.

Os perfis protéicos para extratos totais tanto de larva quanto de verme,
mostraram grande quantidade de proteinas aparentemente compartilhadas
entre as trés espécies. Entretanto, diferengcas como bandas presentes em duas
espécies e ausente em uma terceira e bandas mais expressas em uma espécie
do que nas outras, podem também ser observadas. Como exemplos temos: 1)
uma proteina de 26 kDa compartilhada entre as trés espécies no perfil protéico
de extrato total de larva infectante (Figura 11, canaletas 2,3 e 4) ; 2) uma
proteina de 54 kDa compartilhada entre as trés espécies no perfil protéico de
extrato total de verme adulto (Figura 11, canaletas 5, 6 e 7) e 3) uma dupla de
proteinas de 80 e 85 kDa presentes no extrato total de verme adulto de A.
caninum e A. ceylanicum e ausente em A. braziliense (Figura 11, canaletas 5 e
6).

Os perfis protéicos de produtos ES tanto de larva quanto de verme
adulto mostraram-se muito mais divergentes entre as espécies do que os perfis
de extratos totais. Nestes é possivel identificar um numero maior de proteinas
especificas do que compartilhadas entre as trés espécies deste trabalho. Como
exemplos temos: 1) uma proteina de 45 kDa e outra de 19 kDa especificas de
A. caninum no perfil de produtos ES de verme adulto (Figura 12, canaleta 5); 2)

uma proteina de 35 kDa e outra de 22 kDa especificas de A. ceylanicum no
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perfil de produtos ES de verme adulto (Figura 12, canaleta 6) e 3) uma proteina
de 56 kDa e outra de 38 kDa especificas de A. braziliense no perfil de produtos

ES de verme adulto (Figura 12, canaleta 7).

FIGURA 9: Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie
mostrando o perfil protéico de extrato total de larvas L; e vermes adultos
das trés espécies de ancilostomideos. Canaleta 1: padrdo de peso
molecular. Canaletas 2: extrato total de L3 A. caninum. Canaleta 3: extrato total
de L3 A. ceylanicum. Canaleta 4. extrato total de L3 A. braziliense. Canaleta 5:
extrato total de verme adulto A. caninum.Canaleta 6: extrato total de verme
adulto A. ceylanicum. Canaleta 7: extrato total de verme adulto A. braziliense.
kDa: kilodalton.
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FIGURA 10: Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie
mostrando o perfil protéico de produtos excretados e secretados (ES) de
larvas L3 e vermes adultos das trés espécies de ancilostomideos. Canaleta
1: padrao de peso molecular. Canaleta 2: ES de L3 A. caninum. Canaleta 3: ES
de L3 A. ceylanicum. Canaleta 4: ES de L3 A. braziliense. Canaleta 5: ES de
verme adulto A. caninum. Canaleta 6: ES de verme adulto A. ceylanicum.

Canaleta 7: ES de verme adulto A. braziliense. kDa: kilodalton
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FIGURA 11: Gel de poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata
mostrando o perfil protéico de extrato total de larvas L; e vermes adultos
das trés espécies de ancilostomideos. Canaleta 1: padrdo de peso
molecular. Canaleta 2: Ag total de L3 A. caninum. Canaleta 3: Ag total de L3 A.
ceylanicum. Canaleta 4: Ag total de L3 A. braziliense. Canaleta 5: Ag total de
verme adulto A. caninum. Canaleta 6: Ag total de verme adulto A. ceylanicum.
Canaleta 7: Ag total de verme adulto A. braziliense. kDa: kilodalton
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FIGURA 12: Gel de poliacrilamida 12% corado com nitrato de prata

mostrando o perfil protéico de produtos excretados e secretados (ES) de
larvas L; e vermes adultos das trés espécies de ancilostomideos. Canaleta
1: padrdo de peso molecular. Canaleta 2: ES de L3 A. caninum. Canaleta 3: ES
de L3 A. ceylanicum. Canaleta 4: ES de L3 A. braziliense. Canaleta 5: ES de
verme adulto A. caninum. Canaleta 6: ES de verme adulto A. ceylanicum.

Canaleta 7: ES de verme adulto A. braziliense. kDa: kilodalton
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5.7 Perfis imunogénicos:

As figuras 13 e 14 a seguir mostram os perfis imunogénicos obtidos a
partir do reconhecimento do pool de soros dos animais infectados para as trés
especies de ancilostomideos coletados no dia do sacrificio dos mesmos frente
aos antigenos totais de larva de terceiro estadio e vermes adultos para as trés
espécies sob diferentes tempos de exposigao ao filme auto-radiografico (1 e 3
minutos de exposi¢ao).

Tanto nos perfis imunogénicos frente aos antigenos totais de larva
quanto para os de verme adulto ocorreram reconhecimento especifico e reacao
cruzada para os soros dos caes infectados com as trés espécies. Outro ponto a
ser considerado é o aumento da intensidade e do numero de bandas
reconhecidas pelos soros a medida que aumenta o tempo de exposicdo ao
filme auto-radiografico, inclusive para o controle negativo.

Mesmo com reatividade cruzada, os perfis imunogénicos sao diferentes
entre as espécies para os trés pools avaliados, tanto contra antigenos totais de
larva quanto de verme adulto. Como exemplos temos: 1) uma proteina de 23
kDa de antigeno total de larva infectante que foi reconhecida nas trés espécies
pelos pools de soros de céaes infectados com as trés espécies (Figura 13,
canaletas 1, 2 e 3, 1 minuto), 2) uma proteina de 90 kDa de antigeno total de
verme adulto que foi reconhecida apenas para a espécie de A. ceylanicum pelo
pool de soro de caes parasitados pela mesma espécie (Figura 14, canaleta 2, 1
minuto) e 3) uma proteina de 16 kDa de antigeno total de verme adulto que foi
reconhecida apenas para a espécie de A. braziliense pelo pool de soro de cées
parasitados pela mesma espécie (Figura 14, canaleta 3, 1 minuto).

As figuras 15 e 16 a seguir mostram os perfis imunogénicos obtidos a
partir do reconhecimento do pool de soros dos animais infectados para as trés
espécies de ancilostomideos coletados no dia do sacrificio dos mesmos, frente
aos antigenos ES de larva de terceiro estadio e de verme adulto para as trés
espécies sob diferentes tempos de exposigao ao filme auto-radiografico (1 e 3
minutos de exposi¢ao).

Os perfis imunogénicos frente aos antigenos ES de larva e verme adulto
apresentaram um numero bem menor de bandas reativas do que os perfis com

antigenos totais. Aqui também ocorreu o aumento da intensidade e do numero
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de bandas reconhecidas pelos soros a medida que aumenta o tempo de
exposicao ao filme auto-radiografico, inclusive para o controle negativo. O pool
de soros de animais infectados com A. braziliense foi o mais reativo e 0 menos
reativo foi o pool soros de A. ceylanicum. Como exemplos temos: 1) uma
proteina de 133 kDa de antigeno ES de verme adulto que foi reconhecida nas
espécies de A. braziliense e A. caninum pelo pool de soro de cées parasitados
pela espécie A. brazilense (Figura 16, canaletas 1 e 3, 1 minuto) e 2) uma
proteina de 20 kDa de antigeno ES de verme adulto que foi reconhecida
apenas para a espécie de A. caninum pelo pool de soro de caes parasitados

pela espécie A. brazilense (Figura 16, canaleta 1, 1 minuto).
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Figura 13: Perfis imunogénicos do reconhecimento do pool de soros dos animais infectados para as trés espécies

de ancilostomideos frente aos antigenos totais de larva de terceiro estadio para as trés espécies estudadas sob

diferentes tempos de exposig¢ao. P: padrdo de peso molecular. 1: antigeno de A. caninum. 2: antigeno de A. ceylanicum. 3:

antigeno de A. braziliense. A: 1 minuto. B: 3 minutos.
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Figura 14: Perfis imunogénicos do reconhecimento do pool de soros dos animais infectados para as trés
espécies de ancilostomideos frente aos antigenos totais de vermes adultos para as trés espécies estudadas sob
diferentes tempos de exposig¢ao. P: padréao de peso molecular. 1: antigeno de A. caninum. 2: antigeno de A. ceylanicum. 75

3: antigeno de A. braziliense. A: 1 minuto. B: 3 minutos
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Figura 15: Perfis imunogénicos do reconhecimento do pool/ de soros dos animais infectados para as trés espécies
de ancilostomideos frente aos antigenos ES de larvas de terceiro estadio para as trés espécies estudadas sob
diferentes tempos de exposi¢ao. P: padréao de peso molecular. 1: antigeno de A. caninum. 2: antigeno de A. ceylanicum. 3:

antigeno de A. braziliense. A: 1 minuto. B: 3 minutos.
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Figura 16: Perfis imunogénicos do reconhecimento do pool de soros dos animais infectados para as trés espécies
de ancilostomideos frente aos antigenos ES de vermes adultos para as trés espécies estudadas sob diferentes tempos
de exposigao. P: padrédo de peso molecular. 1: antigeno de A. caninum. 2: antigeno de A. ceylanicum. 3: antigeno de A.

braziliense. A: 1 minuto. B: 3 minutos. 77



5.8 Espectrometria de massa:

As figuras 17 e 18 mostram as bandas de interesse (tanto espécie-
especificas quanto compartilhadas entre as espécies) recuperadas dos géis de
poliacrilamida para identificacdo no espectrobmetro de massa dos perfis
protéicos de produtos excretados e secretados e de extratos totais de larvas de
terceiro estadio e de vermes adultos para as trés espécies de ancilostomideos

respectivamente.

FIGURA 17: Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie
mostrando as bandas de interesse para identificagcao por espectrometria
de massa do perfil protéico de produtos excretados e secretados (ES) de
larvas L3 e vermes adultos das trés espécies de ancilostomideos. Canaleta
1: padrao de peso molecular. Canaleta 2: ES de L3 A. caninum. Canaleta 3: ES
de L3 A. ceylanicum. Canaleta 4: ES de L3 A. braziliense. Canaleta 5: ES de
verme adulto A. caninum. Canaleta 6: ES de verme adulto A. ceylanicum.

Canaleta 7: ES de verme adulto A. braziliense. kDa: kilodalton
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FIGURA 18: Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie
mostrando as bandas de interesse para identificagcao por espectrometria
de massa do perfil protéico de extratos totais de larvas L; e vermes
adultos das trés espécies de ancilostomideos. Canaleta 1: padrao de peso
molecular. Canaleta 2: Ag total de L3z A. caninum. Canaleta 3: Ag total de L3 A.
ceylanicum. Canaleta 4: Ag total de L3 A. braziliense. Canaleta 5: Ag total de
verme adulto A. caninum. Canaleta 6: Ag total de verme adulto A. ceylanicum.

Canaleta 7: Ag total de verme adulto A. braziliense. kDa: kilodalton

A tabela 7 a seguir apresenta os resultados obtidos com a analise dos
espectros gerados pelo espectrdmetro de massa das proteinas de interesse
dos perfis protéicos de produtos ES e de extratos totais de larvas e vermes
adultos para as trés espécies de ancilostomideos. Das vinte e duas amostras
selecionadas apenas cinco tiveram identificacdo significativa (marcadas em

negrito).
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Amostra Proteoma Canaleta Tamanho Resultado
estimado (kDa)
1 ES de larva 2 44 Sequéncia peptidica nao
significativa
2 ES de larva 3 48 Fosfoglicerato quinase
A. ceylanicum (Enterococcus faecalis)
3 ES de larva 3 80 Sequéncia peptidica nao
significativa
4 ES de larva 3 45 Sequéncia peptidica nao
significativa
5 ES de verme adulto 5 26 Sequéncia peptidica nao
significativa
6 ES de verme adulto 6 45 Sequéncia peptidica nao
significativa
7 ES de verme adulto 7 40 Amostra nao identificada
8 ES de verme adulto 7 62 Sequéncia peptidica nao
significativa
9 Ag total de larva 3 50 Amostra ndo identificada
10 Ag total de verme adulto 5 50 Sequéncia peptidica nao
significativa
11 Ag total de verme adulto 7 60 Proteina hipotética
- ZK829.4 (Caenorhabditis
A. braziliense
elegans)
12 Ag total de verme adulto 7 65 Proteina hipotética
A brazil CBG06199 (Caenorhabditis
. braziliense :
briggsae)
13 Ag total de verme adulto 6 83 Sequéncia peptidica nao

significativa




Amostra Proteoma Canaleta Tamanho Resultado
estimado (kDa)

14 Ag total de verme adulto 6 83 Sequéncia peptidica nao
significativa

15 Ag total de verme adulto 6 120 Sequéncia peptidica nao
significativa

16 Ag total de larva 3 33 Sequéncia peptidica nao
significativa

17 Ag total de larva 3 36 Ancylostoma secreted

A. ceylanicum protein 1 — ASP-1
(A. ceylanicum)

18 Ag total de larva 3 34 Sequéncia peptidica nao
significativa

19 Ag total de larva 4 30 Sequéncia peptidica nao
significativa

20 ES de verme adulto 6 19 Amostra nao identificada

21 ES de verme adulto 24 Sequéncia peptidica nao
significativa

22 ES de larva 4 60 Albumina sérica de boi
A brazili (Bos taurus)

. braziliense

TABELA 7: Resultados obtidos com a analise dos espectros gerados pelo espectrometro de massa das proteinas de

interesse dos perfis de produtos ES e de extratos totais de larvas e vermes adultos para as trés espécies de

ancilostomideos
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6. DISCUSSAO

Poucos estudos na literatura se propuseram a avaliar de forma
comparativa a infeccdo primaria de caes as diferentes espécies de
ancilostomideos, principalmente levando em consideragdo aspectos
parasitologicos, imunoldgicos e moleculares. A maioria deles sdo das décadas
de setenta e oitenta do século passado. Um exemplo foi o estudo de VETTER
e colaboradores (1977) que comparou a migragao da larva de terceiro estadio
no hospedeiro canino para trés espécies de ancilostomideos, as mesmas
analisadas neste estudo. Foi observado um padrdo similar de migragdo da
larva no hospedeiro, porém ocorreu significativa diferenga no que diz respeito a
velocidade com que a larva se movimenta, sendo no grupo infectado pelo A.
braziliense que as larvas apresentaram migragdo mais rapida se comparado
aos outros dois grupos.

Outros trabalhos que se propuseram a avaliar diferentes aspectos da
relacdo Ancylostoma e hospedeiro canino, em uma infecgéo primaria, o fizeram
para uma unica espécie do género infectando o cdo com diferentes doses do
parasito (HOTEZ et al., 2002; CARROLL et al., 1984). Estudos com esse
objetivo s&o praticamente inexistentes para o A. braziliense.

A curva de liberagdo de ovos por grama de fezes obtida no presente
trabalho, seguiu padrédo semelhante aos estudos citados anteriormente. Para
as trés espécies trabalhadas, a curva apresentou-se crescente com o passar
do tempo, sendo o periodo pré-patente o mesmo: aproximadamente duas
semanas. O grupo parasitado pelo A. braziliense apresentou a maior média de
ovos por grama de fezes (29.675) seguido do grupo de A. caninum (21.488) e,
por ultimo, o grupo de A. ceylanicum (17.286). A analise estatistica revelou
haver diferenga significativa entre as médias dos grupos A. ceylanicum e A.
braziliense, sendo o primeiro menos fecundo.

Este estudo encontrou taxas de recuperacdo de vermes adultos
semelhantes ao estudo de HOTEZ e colaboradores (2002). As taxas de
recuperacao para este ultimo estudo ficaram entre 28 a 48% considerando trés
diferentes doses de larvas de A. caninum. O grupo parasitado pelo A.
braziliense apresentou a maior porcentagem de recuperagcdo de vermes

adultos (43,57%) seguido do grupo de A. ceylanicum (43,12%) e, por ultimo, o



grupo de A. caninum (37,57%). A analise estatistica mostrou ndo haver
diferenca significativa entre os grupos experimentais. Estudos anteriores ja
demonstraram taxas bem superiores de recuperacdo como o de MILLER
(1965) cuja recuperagao de vermes para a espécie A. caninum foi de 78%.
Uma possivel explicacéo para isso estaria na via de infeccdo dos caes, pois, no
estudo de MILLER, os animais foram infectados subcutdneamente e nao por
via oral como foi o caso do trabalho de Hotez e colaboradores (2002) e do
nosso trabalho.

Com relagao as analises hematoldgicas, no parametro de contagem total
de globulos vermelhos, todos os animais ja apresentavam anemia antes
mesmo da infecgdo. O grupo experimental A. caninum apresentou uma curva
de decréscimo de hemacias ao longo da infecgédo, agravando o estado anémico
dos animais. A analise estatistica mostrou haver diferenga significativa entre os
grupos A. caninum e A. ceylanicum, sendo este 0 que provocou menor anemia.
Estes resultados foram independentes da diferenga do tempo de infec¢do em
cada grupo, uma vez que varios dos parametros avaliados foram realizados
para 0s mesmos tempos no curso da infec¢do, anteriores ao tempo de
sacrificio.

Em estudos prévios que avaliaram a histéria natural da infeccao primaria
em caes com diferentes doses de Ancylostoma caninum, o0s caes
apresentaram uma anemia suave e transitéria, mesmo com centenas de
vermes em seus intestinos (HOTEZ et al., 2002). Ja no estudo com diferentes
doses de A. ceylanicum, um estado anémico consideravel s6 foi alcangado em
infeccbes com altas doses de larvas, superiores a 12.000 larvas por cao
(CARROLL et al.,, 1984). O que pode sugerir que A. ceylanicum € menos
adaptado ao parasitismo canino quando comparado com A. caninum.

Todos os trés grupos permaneceram dentro da faixa de referéncia
durante todo o periodo de experimentagdo para o numero total de glébulos
brancos. O grupo de A. caninum demonstrou um perfil diferente em relagéo aos
outros dois grupos experimentais. Somente este apresentou um aumento no
numero de leucdécitos ao longo da infecgdo. A analise estatistica mostrou haver
diferenca significativa novamente entre os grupos A. caninum e A. ceylanicum.
Sendo este com o menor numero de leucdcitos por milimetro cubico de

sangue. No estudo de HOTEZ e colaboradores (2002) também ocorreu
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proliferagdo celular sendo a maior no grupo de animais que receberam 400
larvas de A. caninum por animal, superando os valores de referéncia. Aqui o
grupo de A. caninum recebeu em média 130 larvas.

O reconhecimento dos anticorpos, avaliados por ELISA, contra os
antigenos totais de larva nao foram expressivos para os grupos A. ceylanicum
e A. braziliense. Diferente destes, soros do grupo A. caninum foi reativo a
esses antigenos, no dia do sacrificio, com titulo de 1:4.500. Os titulos de
anticorpos frente aos antigenos totais de vermes adultos foram maiores que os
obtidos para os antigenos de larva, exceto para o grupo de A. ceylanicum que
manteve baixos titulos independente do tipo de antigeno. O grupo A. caninum
apresentou titulo (1:1.500) no periodo de inicio da paténcia e terminou com um
titulo ainda maior (1:13.500) no dia do sacrificio. O grupo de A. braziliense
apresentou titulo igual ao grupo de A. caninum no dia do sacrificio.

O reconhecimento dos anticorpos contra os antigenos ES foi superior se
comparado aos antigenos totais, alcangando titulos trés vezes maiores. Soros
provenientes do grupo infectado por A. ceylanicum nao apresentaram resposta
para os antigenos totais ou para os antigenos ES tanto de larva quanto de
verme adulto. Contra os antigenos ES de larva, o grupo A. braziliense também
nao apresentou titulos consideraveis. Ja para o grupo A. caninum, obteve-se
titulo consideravel (1:4.500) apenas para soros obtidos no dia de sacrificio.

Os titulos de anticorpos frente aos antigenos ES de vermes adultos
foram maiores que os obtidos para os antigenos ES de larva, sugerindo que,
na primoinfecgdo, o estimulo antigénico do verme adulto seja mais
imunogénico do que da larva infectante. O grupo A. caninum apresentou titulos
altos desde o periodo de inicio da paténcia até o dia de sacrificio (1:40.500). O
grupo de A. braziliense apresentou titulo igual ao grupo de A. caninum apenas
no dia do sacrificio.

Todos os estudos que avaliaram a resposta humoral de caes contra os
antigenos de ancilostomideos encontraram titulos de IgG crescentes e
persistentes ao longo da infecgdo (HOTEZ et al., 2002; CARROLL et al., 1984).

O grupo de A. caninum apresentou uma resposta humoral, em titulos de
IgG total, mais precoce e mais intensa que os outros dois grupos tanto contra
os antigenos totais quanto para os antigenos secretados e excretados. Precoce

porque esta ja se manifestou durante o periodo de inicio de paténcia e mais
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intensa, pois foi 0 grupo que atingiu os maiores titulos. Além disso, foi o grupo
que apresentou aumento do numero de células de defesa, o que corrobora
para a hipotese de que o cao esta mais preparado a enfrentar uma infeccéo
contra o A. caninum do que para as demais espécies. Ja o A. ceylanicum néo
desencadeou uma resposta imune mensuravel do hospedeiro, haja vista os
titulos encontrados para os diferentes tipos de antigenos. Um fator que deve
ser levado em conta nesse aspecto foi o tempo menor de infecgdo para este
grupo (39 dias). Isso pode ter influenciado uma baixa resposta mesmo no dia
do sacrificio, tempo no qual as outras espécies apresentaram maiores titulos.
Embora, no tempo de inicio de paténcia, que foi igual para as trés espécies, os
grupos A. caninum e A. braziliense ja apresentavam titulos para alguns
antigenos. Outro argumento possivel seria a pouca adaptabilidade dessa
especie como parasito de caes. A cepa utilizada vem sendo mantida em
hamster e, para esse experimento, foi efetuada uma passagem em céo antes
da infecgdo no grupo experimental. Contudo, essa passagem pode n&o ter sido
suficiente para “acondicionar’” o parasito ao novo hospedeiro. Entretanto, o
mais intrigante é o fato de que embora a resposta imune e os sinais patoldgicos
no hospedeiro tenham sido de baixa intensidade, a recuperagdo de vermes
para esse grupo, foi bastante semelhante aos outros dois grupos, espécies
sabidamente adaptadas a infeccdo em caes.

Outro fato observado foi que o cédo direciona uma maior producao de
anticorpos contra os antigenos secretados e excretados pelos vermes do que
para os antigenos totais dos mesmos. Isso se justifica, uma vez que sao os
antigenos ES, nas suas mais diferentes fungbes, que garantem a manutencgéo
da relagao parasitaria.

Fica dificil uma extrapolagdo para essas diferengcas encontradas nos
resultados deste estudo, tendo em vista que o mesmo difere dos estudos de
vacinagado, nos quais se pode inferir que os resultados encontrados, como
diminuicdo na eliminagdo de ovos nas fezes ou de recuperagdo de vermes
adultos do intestino, foram devido a uma resposta imune instalada pelo
hospedeiro. E também inadequado afirmar que os resultados encontrados sdo
inerentes as diferentes espécies de ancilostomideos, uma vez que nao foram

utilizados como hospedeiros animais da mesma raga, sexo e idade.
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Em relacdo a analise protebmica, tanto os perfis de extratos totais
quanto o de produtos secretados e excretados para ambas as fases de larva de
terceiro estadio e de verme adulto apresentaram uma grande diversidade de
proteinas, de alto a baixo peso molecular. Estes perfis demonstraram haver
grande numero de proteinas compartilhadas entre as espécies, como também
proteinas espécie-especificas, proteinas essas que devem ser melhor
investigadas, a medida que o genoma dos ancilostomideos avangar, uma vez
que podem ser a chave para explicar diferengas de comportamento biolégico
destas espécies frente ao hospedeiro humano. Outros estudos, para diferentes
nematodas, avancam neste sentido. Uma analise comparativa do proteoma de
produto de secrecédo e excregao da larva do nematoda do género Trichinella
apresentou proteinas que sao diferencialmente expressas entre duas espécies
do género: T. pseudospiralis e T. spiralis, que se comportam de forma diferente
em seu hospedeiro vertebrado. A primeira existe sob uma forma né&o
encapsulada por colageno nas células musculares esqueléticas do hospedeiro,
enquanto a segunda parasita o hospedeiro protegida por esta capsula
(ROBINSON et al., 2007).

Outra caracteristica € a mudanga que ocorre nos perfis protéicos tanto
de extratos totais quanto no de produtos ES quando se compara as fases de
larva infectante e verme adulto, caracteristica essa ja esperada.

Os perfis protéicos de produtos ES tanto de larva quanto de verme
adulto se mostraram muito mais divergentes entre as espécies do que os perfis
de extratos totais, apresentando um numero muito maior de proteinas
especificas do que compartilhadas entre as trés espécies em estudo.
Provavelmente essas diferengcas refletem comportamentos bioldgicos
diferentes entre as trés espécies. Como exemplo, temos o fato de que a
espécie A. braziliense produz uma protease, a hialuronidase, importante para
penetracdo da larva através da pele, com uma atividade enzimatica superior as
enzimas nas outras espécies (HOTEZ et al., 1992). Provavelmente, varias
outras moléculas que produzam comportamentos especificos em cada uma
das espécies, sao refletidas nesse perfil especifico.

Ocorreu reconhecimento especifico e reagao cruzada para os soros dos

caes infectados com as trés espécies tanto para os antigenos totais de larva
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quanto para os de verme adulto, mostrando a similaridade antigénica para
essas especies.

Outro ponto a ser considerado é o aumento da intensidade e do numero
de bandas reconhecidas pelos soros a medida que aumenta o tempo de
exposicao ao filme auto-radiografico, inclusive para o controle negativo, ou
seja, caes que nunca tiveram contato com ancilostomideos. Esse fato
demonstra a existéncia de proteinas semelhantes entre os parasitos e seus
hospedeiros, que mesmo nao sendo completamente homadlogas podem possuir
epitopos semelhantes que em diluicbes menores do soro ou em tempos
maiores de exposi¢cao podem vir a ser reconhecidas pelo soro pré-imune dos
hospedeiros.

Mesmo com reatividade cruzada, os perfis imunogénicos sao diferentes
entre as espécies para os trés pools avaliados, tanto contra antigenos totais de
larva quanto de verme adulto. Essa caracteristica também foi vista nos perfis
imunogénicos de pool de soros humanos portadores de gnathostomose frente
aos antigenos de helmintos de diferentes familias como Ascaris e Ancylostoma
(CABALLERO-GARCIA et al., 2007).

Os perfis imunogénicos para antigenos ES de larva e de verme adulto
apresentaram um menor numero de bandas reativas do que os perfis com
antigenos totais, apesar dos cades apresentarem maiores titulos de IgG total
para os antigenos ES. Isso prova que os anticorpos gerados pelo sistema
imune do hospedeiro sdo direcionados para determinados antigenos ES.

Na parte do estudo referente a identificacdo de proteinas por
espectrometria de massa, a maioria das amostras nao apresentou homologias
significativas quando comparadas aos bancos de dados de proteinas
(depositadas e deduzidas do genoma). Varios fatores podem ter contribuido
para esse fato. Além de possiveis limitacdes técnicas, esse fato pode também
refletir um conhecimento ainda restrito do genoma de ancilostomideos.

O genoma da espécie A. caninum esta em analise por um grupo de
pesquisadores que ja revelaram algumas caracteristicas do mesmo, como o
tamanho estimado do genoma (347 Mb), seis vezes a mais que o ja estimado
para outros nematodas relacionados; o numero de sequéncias transcritas
parciais (ESTs) ja identificadas (80.551); o numero de genes completos (72); o

numero de sequéncias gendmicas geradas (104.000); a porcentagem estimada
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representada por sequéncias génicas repetitivas (26,9%) e o conteudo GC do
genoma (43,2%) (ABUBUCKER et al., 2008). O numero de sequéncias de
DNA presentes para A. braziliense em bancos de dados de DNA é
praticamente inexistente (somente 20 sequéncias de EST), enquanto que para
A. ceylanicum existem 10.651 sequéncias de EST e 37 sequéncias completas
de genes. Portanto, o numero de sequéncias disponiveis é ainda baixo para
proporcionar a identificagdo de novas proteinas. Quando se faz comparagao de
sequéncias de DNA, as homologias sdo mais facilmente encontradas, pois
existe uma certa elasticidade na comparacao das sequéncias, uma vez que no
alinhamento de sequéncia podemos formar gaps. Entretanto, para a
determinacao da sequéncia peptidica através da espectrometria de massa, a
alteragdo de um unico aminoacido mesmo para uma sequéncia homoéloga pode
prejudicar a identificagdo, pois a analise dos resultados baseia-se em valores
de massa dos fragmentos peptidicos (WESTERMEIER et al., 2002).

A medida que novas sequéncias génicas forem depositadas em
bancos de sequéncias de DNA e de proteinas, as amostras analisadas nesse
trabalho poderdo ser novamente analisadas nos bancos de dados e mais
proteinas poderao ser identificadas.

As cinco proteinas que obtiveram score significativo quando
analisadas no Mascot foram: a albumina sérica de boi encontrada no produto
de excregcdo e secregdo da larva de terceiro estadio de Ancylostoma
braziliense; a proteina secretada 1 de Ancylostoma ceylanicum (ASP-1)
encontrada no extrato total de larva de terceiro estadio para a mesma espécie;
duas proteinas hipotéticas, uma de Caenorhabditis elegans e outra de
Caenorhabditis briggsae ambas encontradas no extrato total de verme adulto
de A. braziliense e, por ultimo, a fosfoglicerato quinase de Enterococcus
faecalis encontrada no produto ES de larva de terceiro estadio de A.
ceylanicum.

A proteina homoléga a albumina sérica, quando submetida a pesquisa
de homologia no programa Mascot apresentou alta similaridade com a proteina
de bovino (score 334) e com um valor de predigdo menor para a albumina de
cao (score 115). A hipotese mais provavel para a presenga desta proteina do
hospedeiro no conteudo ES de larva de A. braziliense € a de um problema

técnico, onde o meio RPMI usado estaria suplementado por soro fetal bovino.
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Esse erro pode ter ocorrido, uma vez que meio suplementado por soro estava
sendo concomitantemente usado no laboratério para outros experimentos que
requeriam essa suplementagdo. Essa hipotese é fortalecida pelo fato de que
apenas uma das trés espécies apresentou esta proteina em seu perfil protéico
e com forte intensidade quando visualizada em geéis, mesmo corados por
Comassie blue.

Entretanto, proteinas semelhantes a albumina de seus hospedeiros ja
foram identificadas e localizadas em extratos protéicos totais e em produtos ES
de filarideos como larvas de terceiro estadio de Wuchereria bancrofti e em
vermes adultos de Litomosoides chagasfilhoi (SILVA et al., 2006). A proteina
albumina esta presente até mesmo em vermes adultos que ndo possuem
habito de vida parasitario como Caenorhabditis elegans (SILVA et al., 2006). O
que se conclui desses achados € que essas moléculas ndo sao adquiridas de
seus hospedeiros, ja que estao presentes nas formas larvares recuperadas dos
hospedeiros invertebrados.

Mascarar a superficie do parasito com moléculas derivadas de seus
hospedeiros € um dos mais importantes mecanismos de evasao da resposta
imune, o que garante a longa permanéncia destes parasitos em seus
hospedeiros (SILVA et al.,, 2006). Portanto, a presengca de moléculas do
hospedeiro em extratos protéicos do verme poderia ser explicada nesse
contexto.

O esclarecimento desse ponto, se a albumina presente nos produtos ES
de A. braziliense é oriunda do verme ou estava presente no meio de cultura, sé
poderia ser realizado através de nova obtengdo de produtos ES de larvas
dessa espécie. Entretanto, por questbes operacionais ndo mantemos mais
essa espécie em nosso laboratério, e sendo a obtengdo da espécie de A.
braziliense bastante laboriosa, uma vez que dificiilmente se encontra caes
infectados apenas por essa espécie, essa possibilidade ndo €, no momento,
factivel. E importante ressaltarmos que, independente do fato dessa proteina
se constituir em um contaminante, sua presenga nao parece ter alterado os
resultados soroldgicos produzidos. Assim, o resultado do western blot nao
apresentou um maior reconhecimento dessa banda, e do mesmo modo o
resultado de ELISA para produtos ES de A. braziliense também né&o

apresentou titulos superiores aos de soros direcionados contra A. caninum.
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A proteina secretada numero 1 de A. ceylanicum (ASP-1) foi descrita
primeiramente em um trabalho de GOUD e colaboradores (2004) como a
proteina de secregdo e excregcdo do estagio de larva infectante. A ASP-1
possui 424 aminoacidos, peso molecular de 45,8 kDa e ponto isoelétrico de
6,03. Ha dois sitios de glicosilagdo, nos residuos 58 e 120. Como outras
proteinas ASP, a ASP-1 possui alto conteudo de residuos de cisteina (20) com
pontes dissulfeto compondo a estrutura secundaria. A ASP-1 de A. ceylanicum
possui identidade de 86% para a ASP-1 de A. duodenale e de 85% para as
ASP-1 de A. caninum e de Necator americanus. Existe a sequéncia de
peptideo sinal na extremidade N-terminal da proteina.

Esta proteina demonstrou, em ensaios de vacinagdo em hamsters,
provocar alta produgao de anticorpos IgG contra ASP-1 com titulos superiores
a 1:300.000. Porém, quando estes hamsters foram desafiados, a vacina
produzida com a recombinante ASP-1 n&o elicitou protecdo em termos de
reducao da carga parasitaria ou redu¢cao do tamanho dos vermes adultos como
foi observado pra a vacina recombinante produzida com outra proteina de
secrecdo da larva, a ASP-2 (GOUD et al., 2004). A vacina produzida com a
ASP-1 de A. caninum mostrou-se eficiente em bloquear a migragao da larva em
camundongos vacinados e posteriormente desafiados (GHOSH et al., 1996) e
de reduzir a carga parasitaria em ratos vacinados e posteriormente desafiados
(GHOSH et al.,, 1999) quando comparados aos seus respectivos grupos
controles.

Neste estudo proteinas migrando na mesma posigao da proteina ASP-1
de A. ceylanicum foram também identificadas nos extratos totais de larva de
terceiro estadio para A. caninum e A. braziliense, sugerindo que essa molécula
possa estar também presente nessas outras espécies. Para se ter uma
confirmagédo da identidade das outras bandas identificadas para as outras
espécies, se faz necessario o sequenciamento dessas proteinas para as outras
espécies, principalmente para a de A. braziliense que ainda ndo possui registro
na literatura que possua a proteina ASP-1.

As duas proteinas hipotéticas, uma de Caenorhabditis elegans e outra
de Caenorhabditis briggsae, estdo localizadas no cromossomo IV de suas
respectivas espécies de origem e possuem homologias com proteinas

relacionadas ao metabolismo e ao transporte de aminoacidos (scores 867 e
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864 respectivamente). Foi realizada uma busca de homologia (tblastn) a partir
da sequéncia de aminoacidos para ambas as proteinas hipotéticas contra o
banco de dados de sequéncias EST de Ancylostoma e obteve-se, para ambas,
0 maior score (447) para uma EST da larva infectante de A. caninum similar a
glutamato desidrogenase de Haemonchus contortus, enzima que atua no ciclo
da uréia. E claramente compreensivel encontrar esta mesma enzima no extrato
total de verme adulto como encontrado neste estudo. Homologias encontradas
para proteinas do género Caernohabditis € sempre esperado para espécies de
nematodeos, que além de serem filogeneticamente préximos as espécies
desse género, sdo espécies que possuem todo o genoma sequenciado,
oferecendo um arsenal maior de possibilidades de se encontrar homologias.
Neste estudo proteinas migrando na mesma posig¢ao das proteinas hipotéticas
de A. braziliense foram também identificadas nos extratos totais de verme
adulto para A. caninum e A. ceylanicum, sugerindo que essas moléculas
possam estar também presentes nessas outras espécies. Para se ter uma
confirmacgédo da identidade das outras bandas identificadas para as outras
especies, se faz necessario o sequenciamento dessas proteinas para as outras
especies.

A Ultima proteina identificada foi a fosfoglicerato quinase de
Enterococcus faecalis, enzima que atua na via glicolitica desta bactéria gram-
positiva que habita o trato gastrointestinal do homem e de outros mamiferos,
como o cdo. A presenga desta proteina no conteudo ES da larva de A.
ceylanicum pode ser também uma contaminag&o, uma vez que as larvas s&o
recuperadas da coprocultura de fezes do cdo. Entretanto as larvas séo lavadas
varias vezes, além disso, sao tratadas com acido cloridrico (axenizagéo), para
depois serem incubadas no meio de cultura.

Foi realizada uma busca de homologia (tblastn) a partir da sequéncia
de aminoacidos da proteina bacteriana contra o banco de dados de sequéncias
EST de Ancylostoma e obteve-se o maior score (207) para a fosfoglicerato
quinase da larva infectante de A. caninum.

Além disso, foi feita a analise se havia a presenga do peptideo sinal na
sequéncia de aminoacido da proteina bacteriana através do SignalP 3.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e nao foi encontrado este peptideo

7

sinal, que é um forte indicativo que a proteina é secretada. Entretanto,

92



proteinas relacionadas ao metabolismo intracelular sem a presenca de
peptideo sinal também ja foram identificadas no conteudo ES de verme adulto
de A. caninum (MULVENNA et al., 2009).

A sequéncia de peptideos identificada na analise pelo espectrometro de
massa para a amostra deste estudo teve maior identificacdo com a sequéncia
protéica da fosfoglicerato quinase da bactéria do que para a do A. caninum,
que fortalece a hipotese de contaminacdo do meio de cultura pela bactéria

oriunda da coprocultura.
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7. CONCLUSOES

1) A eliminagcdo de ovos nas fezes seguiu padrdo semelhante para as trés
espécies, com periodo pré-patente igual e com diferenga significativa entre a A.

ceylanicum e A. braziliense.

2) O céao suportou cargas parasitarias semelhantes, uma vez nao houve
diferenga significativa entre o0s grupos experimentais para a taxa de

recuperacao de vermes adultos.

3) Nas analises hematolégicas os grupos A. caninum e A. ceylanicum se
mostraram mais divergentes, sendo o primeiro o causador de maior anemia e

de maior proliferacdo de leucécitos nos animais.

4) A resposta humoral caracterizou-se por uma maior produgado de anticorpos
(IgG total) contra os antigenos de verme adulto, sendo ainda maior para os

antigenos ES do mesmo.

5) Na resposta humoral os grupos A. caninum e A. ceylanicum se mostraram
mais divergentes, sendo que o primeiro apresentou uma resposta mais precoce

e mais intensa e o segundo n&o respondeu aos diferentes antigenos testados.

6) Os perfis protéicos de extratos totais, para ambas as fases, demonstraram
maior numero de proteinas compartilhadas entre as espécies; entretanto os
perfis protéicos de produtos ES apresentaram muito mais proteinas espécie-

especificas.

7) Os perfis imunogénicos frente aos antigenos totais de larva e verme adulto
apresentaram reconhecimento especifico e cruzado para os soros dos caes
infectados com as trés espécies, revelando a similaridade antigénica para

essas especies.

8) Mesmo com reatividade cruzada, os perfis imunogénicos contra antigenos

totais sdo diferentes entre as espécies para os trés soros avaliados.
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9) Os perfis imunogénicos frente aos antigenos ES de larva e verme adulto
foram muito menos reativos, apesar dos caes apresentarem maiores titulos de
IgG total para tais antigenos, o que prova que os anticorpos gerados sao

direcionados para determinados antigenos.

10) A identificagdo de proteinas apresentou, em sua maioria, sequéncias
peptidicas ndo significativas quando comparadas aos bancos de dados, o que
reflete o grau de conhecimento do genoma para as espécies de

ancilostomideos em estudo.

11) A hipbtese mais provavel para a presencga de albumina do hospedeiro no
conteudo ES de larva de A. braziliense € a de contaminagcdo do meio de

cultura, ja que o maior score foi para a albumina de boi.

12) A proteina secretada numero 1 de A. ceylanicum foi encontrada no perfil de
extrato total de larva infectante para A. ceylanicum e uma proteina de mesmo
tamanho foi também visualizada para as espécies de A. caninum e A.
braziliense, sugerindo que essa proteina esteja presente também nessas

espécies.

13) As duas proteinas hipotéticas, uma de Caenorhabditis elegans e outra de
Caenorhabditis briggsae, que possuem homologia para a glutamato
desidrogenase foram encontradas no perfil de extrato total de verme adulto de
A. braziliense. Proteinas de mesmo tamanho foram também visualizadas para
as especies de A. caninum e A. ceylanicum, sugerindo que essas proteinas

estejam presentes também nessas espécies.

14) A hipbétese mais provavel para a presenca da fosfoglicerato quinase no
conteudo ES de larva de A. ceylanicum & a de contaminagdo do meio de
cultura, ja que houve maior identificagdo com a sequéncia protéica da

fosfoglicerato quinase da bactéria do que para a do A. caninum.
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15) Pelos caracteres morfologicos, A. braziliense e A. ceylanicum estdao mais
préximos entre si do que o A. caninum. Entretanto, na relagdo com o
hospedeiro canino, como na resposta imune desencadeada, A. caninum e A.

braziliense mostraram-se mais préximos do que A. ceylanicum.
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8. PERSPECTIVAS

A partir da analise dos resultados e conclusdes obtidas até o presente

momento, foram tragadas algumas perspectivas:

1)

Realizar a separagao dos extratos totais e de produtos ES através da
metodologia de eletroforese em gel de duas dimensdes a fim de se obter
uma separagcdo mais eficiente e uma andlise mais apurada das
similaridades e diferencgas entre as proteinas das 3 espécies;

Identificar proteinas de interesse por espectrometria de massa dos
extratos protéicos corados pelo nitrato de prata uma vez que essa
coloragado discriminou melhor os diferentes perfis protéicos tanto dos
extratos totais quanto dos produtos ES;

Realizar a contagem diferencial de leucdcitos, principalmente a de
eosindfilos, para comparar se ha diferenga na resposta celular para a
infeccdo com as trés espécies de ancilostomideos;

Dosar outros componentes da resposta imune humoral como outras
classes (IgM, IgE) e subclasses (IgG1, IgG2) de imunoglobulinas como
também citocinas (IL-10, IL-4) no intuito de caracterizar melhor este tipo
de resposta entre os trés grupos;

Utilizar extratos protéicos totais e de produtos ES de N. americanus para
serem hibridados com os soros dos animais desse estudo com o intuito

de discriminar proteinas antigénicas comuns a todas as espécies.
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