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RESUMO

Os principais parasitos do género Angionstrongylus que causam doenca nos
seres humanos sdo Angiostrongylus costarisensis e Angiostrongylus cantonensis.
Eles tém distintos 6rgdos alvos: A. costarisensis esta localizado no mesentério e
causa ileocolite eosinofilica, enquanto que A. cantonensis € um parasita
neurotropico responsavel pela meningoencefalite eosinofilica. Com base em varias
evidéncias de que a maturacdo sexual estd associada ao aumento da patogénese
em vermes deste género, uma analise protedmica foi realizada em vermes de A.
cantonensis para descrever a expressao diferencial de proteinas entre 21 e 42 dias
apos a infeccdo. Eletroforese bidimensional em triplicata foi submetida a analise e 11
proteinas foram encontradas exclusivamente expressas ap0s a maturacao sexual. A
acetato quinase foi a Unica proteina identificada por espectrometria de massa (LC-
MS/MS). O acetato € um importante produto final do metabolismo energético de
muitos parasitos, mas ndo de seus hospedeiros mamiferos. Sendo assim, é um alvo
atrativo para o desenvolvimento de novas drogas anti-parasitarias. Além do mais, o
estudo das adaptacbes no metabolismo do parasito pode resultar em uma maior
compreensao da relacao parasito-hospedeiro. Este trabalho abre oportunidades para

intervencdes de controle e novas estratégias de diagnostico molecular.

Palavras-chave: Angiostrongylus cantonensis, Angiostrongylus costaricensis,

protedmica, maturacao sexual.



ABSTRACT

The two parasites in the genus Angionstrongylus that cause disease in
humans are Angiostrongylus costarisensis and Angiostrongylus cantonensis. They
have different target organs: A. costarisensis is located in the mesentery and causes
eosinophilic ileocolitis, whereas A. cantonensis is a neurotropic parasite responsible
for eosinophilic meningoencephalitis. Based on several indications that the sexual
maturation is associated with increased pathogenesis in angiostrongylid worms,
proteomic analysis was performed on A. cantonensis protein samples, to describe
differential protein expression between 21 and 42 days post infection. Triplicated
bidimensional electrophoresis was submitted to analysis and 11 proteins were found
to be exclusively expressed after sexual maturation. Acetate kinase was the only
protein that could be identified after mass spectrometry (LC-MS/MS). Since acetate is
an important end-product of the energy metabolism among many parasites but not
among their mammalian hosts, acetate formation is an attractive target for the
development of new anti-parasitic drugs. Furthermore, studying the adaptations in
parasite metabolisms can result in an increased understanding of the host-parasite
interaction. This data open opportunities for control interventions and new strategies

for molecular diagnosis.

Keywords: Angiostrongylus cantonensis, Angiostrongylus costaricensis, proteomics,

sexual maturation
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1 INTRODUCAO

1.1 ANGIOSTRONGYLUS COSTARICENSIS

A angiostrongiliase abdominal (AA) é causada pelo nematodeo intra-arterial
A. costaricensis proprio de roedores silvestres (Cespedes, 1967). Foi descrito pela
primeira vez em 1971, na Costa Rica (Morera e Cespedes, 1971). A maturacao
sexual € um passo critico no desenvolvimento organismo parasita e também na
interacdo com o seu hospedeiro definitivo. A maioria dos parasitas tem um ciclo de
vida complexo, que pode incluir as fases de vida livre, bem como as fases distintas
gue habitam um ou mais organismos hospedeiros. Portanto, 0s parasitas encontram
muitos ambientes diferentes, em que as quantidades de nutrientes disponiveis e / ou
oxigénio pode ser limitada, selecionando os parasitas capazes de adaptar o seu
metabolismo para estas diferentes condi¢cdes. Adaptacdes metabodlicas normalmente
requerem diferentes enzimas que ndo estao presentes em organismos hospedeiros.
Particularmente adaptacbes em processos catabolicos, ou metabolismo energético,
muitas vezes tornaram-se essenciais em parasitas, uma vez que o metabolismo de
energia envolve a producdo de ATP, que ao contrario de muitos metabalitos, ndo
pode ser facilmente levado do anfitrido. A formacéo de acetato a partir de acetil-CoA
como um produto final metabdlica € uma adaptacdo metabdlica, que esta presente
em muitos parasitos. Além disso, a producdo de acetato esta também presente em
muitos ndo parasitarios eucariotas, tais como plantas com flores, fungos e
invertebrados marinhos, mas esta ausente em mamiferos [48].

A formacdo de acetato a partir de acetil-CoA através acetilfosfato ocorre
através de duas reacdes catalisadas por enzimas distintas. Acetil-CoA é primeiro

convertido em acetilfosfato por fosfato acetiltransferase. Subsequentemente fosfato-
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acetil é posteriormente metabolizado em acetato de acetato de quinase, uma reacéo
na qual o ADP é convertido em ATP concomitantemente. Quinase acetato encontra-
se predominantemente em microrganismos e facilita a producéo de acetil-CoA por
fosforilacdo de acetato na presenca de ATP e um cation bivalente [48]. A enzima é
importante no processo de glicolise. Desde acetato € um importante produto final do
metabolismo da energia entre muitos parasitas, mas ndo entre 0os seus hospedeiros
mamiferos, a formacdo de acetato é um alvo atrativo para o desenvolvimento de
novas drogas anti-parasitarias [49]. Além disso, estudar as adaptacdes no
metabolismo do parasita pode resultar em uma maior compreensao de interacdes
parasita-hospedeiro [48].

A. costaricensis € um parasito eurixeno, cujo ciclo vital (Figura 1) faz-se
através de diversos hospedeiros. O hospedeiro definitivo compreende diversos
roedores silvestres, tais como Sigmodon hispidus na América Central e
Oligoryzomys ratticeps e Oligoryzomys nigripes, no sul do Brasil (Graeff-Teixeira et
al., 1991a). Os hospedeiros intermediarios com maior importancia sdo moluscos
terrestres sem concha. Estes sdo originarios da familia Veronicellidae, conhecidos
como lesmas, tais como Phyllocaulis variegatus e P. soleformis (Morera, 1973,
Graeff-Teixeira et al., 1989; Graeff-Teixeira et al., 1994). Outras espécies de
moluscos testadas experimentalmente mostraram-se suscetiveis a infeccdo (Lima,
1992), demonstrando que espécies como Biomphalaria glabrata podem ser
utilizadas para a manutencao do ciclo do parasito em laboratério (Ubelaker, 1980).

As larvas de primeiro estagio (L1) séo eliminadas com as fezes do roedor. Os
moluscos se alimentam destas fezes contaminadas possibilitando que as L1
cheguem ao tecido fibromuscular (Thiengo, 1996; Mendonca, 1999). Nos moluscos

estas larvas evoluem, sofrendo duas mudas e originando as larvas de terceiro
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estagio (L3). Tais larvas, infectantes para os vertebrados, sdo eliminadas com o
muco do molusco. Depois de ingeridas, penetram a parede do ileo terminal, migram
pelos vasos linfaticos mesentéricos e diferenciam-se em L4 e L5. Aproximadamente
apos uma semana, os vermes adultos jovens (L5) retornam ao intestino, alojam-se

nas artérias mesentéricas e adquirem a maturidade sexual.

Hospedeiro acidental

Larva de terceiro estagio (L3)

AN

Alimentos
contaminados
com L3

Larva de primeiro estagio (L1)

Hospedeiros intermediarios
(L1— L2 — L3)

Figura 1: Ciclo de Angiontrongylus costaricensis (Rabello et al., 2011)

A angiostrongiliase abdominal tem ampla distribuicdo geogréafica no

continente americano. Inclui quase todos os paises, desde o sul dos Estados Unidos
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até o norte da Argentina (Ubelaker e Hallin, 1979; Agostini, 1984; Demo e Pessat,
1986; Morera, 1988). No Brasil, foram descritos casos no Distrito Federal (Barbosa,
1980), no Espirito Santo (Pena, 1991), em Minas Gerais (Rocha, 1991), no sul do
Estado de Sdo Paulo, no Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Zileotto,
1975; Ayala, 1982; Agostini, 1984). O Rio Grande do Sul, principalmente na metade
norte, € o estado brasileiro onde foi registrado o maior nimero de casos da doenca
(Graeff-Teixeira et al., 1991a).

A angiostrongiliase abdominal tem como mecanismo patogénico principal a
acdo dos vermes adultos sobre o endotélio das artérias mesentéricas e o
desencadeamento de reacfes inflamatoérias locais provocadas pelos ovos, larvas e
produtos excretados pelo parasito (Morera, 1985).

O homem é hospedeiro acidental desta parasitose e se infecta pela ingestao
do molusco ou de alimentos contaminados com L3 ou mesmo ingerindo o0s
hospedeiros paraténicos infectados. No homem néo ocorre eliminacdo de L1 nas
fezes. Isto é devido a intensa reacdo inflamatéria no intestino, causada pela
presenca de ovos e larvas, as quais ficam retidas no tecido. Desta forma, ndo é
possivel o diagnéstico através de exames coprologicos (Morera, 1985; Graeff-
Teixeira et al., 1997; Graeff-Teixeira et al., 1991b). Este é feito pelo encontro dos
vermes, larvas ou ovos em cortes histologicos provenientes de biopsias (Graeft-
Teixeira et al., 1991a).

Varios testes imunolégicos tém sido empregados para o diagnostico.
Aglutinagdo em particulas de latex, empregando antigenos totais de vermes adultos,
é utilizada na Costa Rica ha muitos anos, poréem sem padronizacdo de desempenho
(Kramer et al., 1998). Teste imunoenzimatico (ELISA), utilizando antigenos brutos de

vermes fémeas para a deteccdo de imunoglobulina de classe G (IgG), apresentou
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especificidade de 83% e sensibilidade de 86% (Graeff-Teixeira et al., 1997). Outro
teste de ELISA, utilizando antigenos de ovos de A. costaricensis, também
demonstrou especificidade de 87% e sensibilidade de 90,5% (Mesén-Ramirez,
2008). A reatividade cruzada com outros nematdédeos tem sido um problema para o
desempenho satisfatorio e especificidade destes testes (Graeff-Teixeira et al., 1997;
Mesén-Ramirez, 2008).

Silva et al. (2003) pesquisou a possibilidade de deteccédo de acidos nucléicos
no soro de pacientes infectados. e a amplificacdo ocorreu até a terceira semana pos-
infeccdo, negativando a partir deste momento. Fez uso da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), o que representa um recurso adicional na deteccéo da
infeccdo em sua fase aguda (Silva, 2003).

A administracdo de drogas anti-helminticas deve ser evitada, pois podem
induzir migracdo erratica dos vermes e agravamento das lesGes (Morera e
Bontempo, 1985). O uso de substancias anti-helminticas € ainda controverso na
angiostrongiliase abdominal. A alegacao inicial de Morera e Bontempo (1985) de
que ocorre migracdo erratica dos vermes e agravamento das lesdes, embora nao
possa ser definitivamente refutada, nao foi confirmada em estudos feitos por Mentz
et al., (2003). Tal fato demonstrou que o uso de mebendazol ndo esta associado a
migracao erratica. A maioria das substéancias hoje disponiveis € capaz de eliminar as
formas larvais dos helmintos, ndo havendo especificidade a formas adultas. Isso
teria uma implicacdo direta no caso da AA que apresenta manifestacdes clinicas
geralmente tardiamente apdés a infeccdo. Consequentes observacbes estéo
associadas principalmente ao estagio de maturacdo dos vermes e aparecimento de

ovos e larvas (Mentz e Graeff-Teixeira, 2003).

13



1.2 ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS

O nematddeo Angiostrongylus cantonensis foi descoberto em 1935 por Chen
durante a disseccdo de ratos domeésticos na cidade de Canton, na China. (Chen,
1935). O autor observou que este parasito habitava as artérias pulmonares e a
cavidade cardiaca destes roedores. As larvas desta espécie sdo inerentemente
neurotropicas, podendo causar angiostrongiliase cerebral no homem. Tal pode se
manifestar como meningite ou meningoencefalite eosinofilica, resultado da presenca
das larvas de quinto estagio (L5) nas meninges (Malek e Cheng, 1976; Alicata, 1991,
Wang, 2008). Este nematdédeo foi isolado em humanos pela primeira vez em
Formosa, Taiwan, no ano de 1944, no liquido cefalorraquidiano (LCR) de um jovem
com sintomas de meningite (Nomura e Lin, 1945). Somente apds os anos 60 é que a
angiostrongiliase cerebral foi reconhecida como importante problema de saulde
publica nos Estados Unidos (Diaz, 2008). Desde entdo, mais de 2800 casos foram
relatados em varios paises como Filipinas, Indonésia, Malasia, Japao, Australia, em
regies da Africa. Recentemente foram encontrados casos isolados no continente
americano (Caldeira, 2007; Lindo, 2002; Campbel & Little, 1988; Aguiar, 1981).
Focos de transmissao autéctone foram detectados no Brasil em Cariacica, Espirito
Santo em 2007, e em Pernambuco em 2009 (Caldeira, 2007; Lima et al., 2009).

As éareas consideradas endémicas localizam-se no sul da Asia, ilhas do
Pacifico, Australia e ilhas do Caribe (Wang, 2008). Nos ultimos anos, os surtos desta
parasitose ocorreram na China e Taiwan. Os numeros registrados fora das regides
endémicas vém crescendo através de viajantes que se infectam nestas areas e
retornam a seus paises de origem.

Espécies de roedores como Rattus rattus e Rattus norvegicus sao

hospedeiros definitivos de A. cantonensis. Porém, outros mamiferos como gatos,
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macacos, camundongos e o homem podem também se infectar (Alicata, 1965).
Como hospedeiros intermediarios naturais citam-se algumas espécies de caramujos
como Bradybaena similares e Sublina octona, lesmas do género Veronicella, Limax
e Deroceras (Malek e Cheng, 1974). O molusco Achatina fulica apresenta
suscetibilidade ao parasito. A producdo de larvas do nematédeo neste caracol &
superior aos demais moluscos, apresentando-se como um importante hospedeiro
intermediario (Wang, 2008). O primeiro registro de A. fulica no Brasil foi no ano de
1997 no estado de Séo Paulo. Em 2001 foi registrada a presenca destes moluscos
no Rio de Janeiro. Atualmente pode ser encontrado em inumeros estados, desde
Amazonas até Santa Catarina (Teles, 1997; Vasconcelos e Pile, 2001; Thiengo,
2007). Em 2007, Thiengo e colaboradores revisaram a expansdo de A. fulica no
Brasil, o que pode representar um risco de aumento das infec¢cdes pelo A.
cantonensis (Thiengo, 2007).

Para completar seu ciclo de vida, o A. cantonensis precisa necessariamente
de dois hospedeiros: um intermediario e um definitivo. Os hospedeiros definitivos se
infectam com o nematdédeo ao ingerirem a forma infectante, as larvas de terceiro
estagio (L3). Ao serem ingeridas, as larvas penetram na mucosa intestinal e migram
por via sanguinea até o sistema nervoso central (SNC) e depois para os pulmdes
onde atingem a maturidade sexual. O verme adulto vive nas artérias pulmonares dos
roedores, onde a fémea realiza a oviposicdo. Os ovos eclodem liberando as larvas
de primeiro estagio (L1) que migram pela faringe e sédo deglutidas e eliminadas junto
as fezes do hospedeiro. Ao entrar em contato com os moluscos, seus hospedeiros
intermediarios, as L1 penetram em sua musculatura e, apos alguns dias,

desenvolvem a forma infectante (L3). A infec¢cdo do hospedeiro definitivo ocorre por
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ingestdo das L3 que também podem infectar hospedeiros paraténicos, como
lagartos, planarias, camardes e caranguejos terrestres (Wang et al., 2008).

O ser humano é um hospedeiro acidental e pode adquirir o parasito através
da ingestdo de alimentos contaminados, agua, hospedeiros paraténicos ou 0s
préprios moluscos infectados pelo nematédeo (Morera, 1988). As L3, ao penetrarem
a parede intestinal, caem na circulacdo sanguinea e migram até o SNC. Devido a
uma forte reacdo, as larvas ficam retidas e morrem nas meninges, causando uma
intensa inflamacéo (Dorta-Contreras, 2007; Sawanywesuth, 2008; Sinawat, 2008).
Essa desencadeia uma resposta imune humoral e uma resposta celular com a
presenca de basofilos, macrofagos e principalmente eosindfilos. A morte por
angiostrongiliase cerebral se da nédo pela parasitose em si, mas pela resposta imune

exacerbada (Wang, 2008).
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Figura 2: Ciclo de Angiontrongylus cantonensis (Wang et al., 2005).

A confirmacéo da angiostrongiliase cerebral se da a partir da recuperacéo de
larvas de A. cantonensis no LCR ou no globo ocular (quando ocorrer a manifestacao
da doenca na cavidade ocular). Entretanto, como o volume de liquido coletado e
examinado é pequeno, o encontro das formas parasitarias raramente ocorre através
desse método. O diagndstico, entdo, depende de testes sorolégicos (Wang et al.,
2005).

Nas ultimas décadas, varios testes imunoldgicos utilizando antigenos totais ou
parcialmente purificados de larvas, vermes adultos ou produtos de excrecéo-

secrecdo foram desenvolvidos para dar suporte ao diagndstico clinico desta

patologia. O método de ELISA tem sido o mais frequentemente empregado pela sua
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alta sensibilidade, servindo como padrdo para comparacdo de desempenho de
novos métodos (Eamsobhana et al., 2009).

Existem relatos de ensaios com varias formulacbes de antigenos e
procedimento de deteccdo dos anticorpos na angiostrongiliase cerebral. Testes de
deteccdo de antigenos, como ELFA, tém sensibilidade de 88% no soro e de 100%
no fluido cérebro-espinhal. O ELISA, utilizando antigeno bruto de vermes fémeas,
tem uma sensibilidade de 100% e especificidade de 67% quando o alvo protéico
esta entre 29 kDa e 31 kDa. A deteccdo de antigenos utilizando ELISA-PCR tem
uma sensibilidade de 98% e especificidade de 100%. As deteccBes de antigenos
com 15 kDa por ELISA tém sensibilidade de 87% e especificidade de 100%. Os
antigenos com 32 kDa oferecem sensibilidade alta e especificidade de 100%. Testes
realizados com o objetivo de detectar anticorpos com peso molecular de 29 kDa,
como o WB em soro e fluido cérebro-espinhal, WB para 1gG4 em soro e a
combinacdo entre WB em soro e ELISA em fluido cérebro-espinhal, tém
sensibilidade de 56%, 75% e 80% respectivamente. Pesquisas de anticorpos com 31
kDa ou 100 kDa, utilizando o método de Dot-blot, tém sensibilidade de 100% para
ambos e especificidade de 100% para o anticorpo com 31 kDa e de 86% para o
anticorpo com 100 kDa (Sawanyawesuth e Sawanyawesuth, 2008; Eamsobhana et
al., 2009; Graeff-Teixeira et al., 2009).

A producédo de enzimas proteoliticas e sua liberacdo na forma de produtos de
excrecdo e secrecdo ja foram relatadas em diversos helmintos, podendo
desempenhar um papel diagndstico no futuro quando bem caracterizadas.
Metaloproteases ja foram encontradas em secrecfes de larvas de terceiro estagio
do A. cantonensis com componentes de pesos moleculares de 50 kDa e 30 kDa. Tal

fato pode representar um papel importante na penetracdo do parasito na parede dos
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intestinos. Essas mesmas enzimas também foram encontradas no liquido
cefalorraquidiano de ratos infectados (Lai et al., 2005; Lee et al., 2005). Além das
metaloproteases, outras enzimas foram descritas como enzimas antioxidantes. Elas
desempenham um papel central para facilitar a sobrevivéncia dos parasitos quando
em seus hospedeiros. As glutationas transferases (GSTs) sdo responsaveis por
desintoxicar uma ampla gama de compostos enddégenos ou exdgenos, incluindo
espécies reativas ao oxigénio. As GSTs vém sendo estudadas como candidatas a
vacinas, marcadores para imunodiagnésticos e como alvos para tratamento. Essas
enzimas foram encontradas em extrato total de A. cantonensis, podendo estar
associadas a regulacdo imune do hospedeiro (Morassultti et al., 2011).

Ja4 para os estudos protebmicos, pouca informacdo esta disponivel. Foi
realizada uma comparacao entre proteinas antigénicas de vermes adultos machos e
fémeas de A. costaricensis. Neste estudo, verificou-se um perfil similar na
imunorreatividade de proteinas entre os dois grupos (Rabello et al., 2011). Em outro
estudo, comparando também o perfil protéico de machos e fémeas (porém de A.
cantonensis), foram identificadas 28 proteinas com diferencas significativas entre as

amostras (Song et al., 2012).

1.3 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE PROTEINAS POR PROTEOMICA

O ciclo de vida das espécies de Angiostrongylus possui varios estagios de
desenvolvimento, devendo passar pela adaptacdo a diferentes hospedeiros e
condicOes fisiologicas. Nas fases de vida destes organismos, as diferencas
morfolégicas e a capacidade adaptativa se deve a regulacdo da expressdo de

proteinas funcionais caracteristicas de cada fase especifica. Assim, a expressao
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diferencial de proteinas ao longo do desenvolvimento do parasito esta intimamente
relacionada a fase de infeccéo de seus hospedeiros.

A protedmica € o estudo sistematico de um proteoma, ou seja, um conjunto
de proteinas expressas pelo genoma de um organismo em um determinado
momento ou condicdo celular (Wasinger, 1995). Esta abordagem permite avaliaces
qualitativas e quantitativas destas proteinas e permite inferéncias de atuacdo no
metabolismo celular em cada condicao (Park, 2004; Chen e Harmon, 2006).

E notdrio que o conhecimento do genoma por si SO, assim como o0s
mecanismos de expressdo, ndo elucida todos o0s processos que controlam a
expressao génica. Nao esclarece os processos biologicos de desenvolvimento de
organismos parasitos e, tampouco, 0s mecanismos usados para a infeccdo e
interacdo com o hospedeiro. Desta forma, a investigacdo do proteoma dos diferentes
estagios de desenvolvimento do parasito pode fornecer informacbes
complementares, tais como modificacbes pds-traducionais. H& possibilidade dessas
modificagcdes desempenharem um papel crucial na modulagdo de funcdo de uma
dada proteina. Além disso, os referidos estudos podem proporcionar a melhor
compreensao da complexa interacdo parasito-hospedeiro. E ainda podem trazer
importantes contribuicbes para o entendimento dos mecanismos envolvendo a
patogenicidade da infeccdo. Como exemplo descreve-se a analise protedbmica de
diferentes estagios do ciclo de vida de organismos como Plasmodium falciparum
(Lasonder, 2002; Florens, 2002), Leshmania donovani (Thiel e Bruchhauss, 2001;
Benti, 2003), L. panamensis (Gongora, 2003) e Trypanosoma cruzi (Atwood, 2005).

Dentre as diversas abordagens, a prote6mica comparativa € uma eficiente
estratégia para o estudo da expressao proteica ao longo de diferentes estagios de

desenvolvimento. Possibilita-se, desta forma, a identificacdo de proteinas estagio-
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especificas, cuja expressdao possa ser utilizada como marcadores do

desenvolvimento (Chen & Harmon, 2006).

1.4 MODELO EXPERIMENTAL DE A.CANTONENSIS

A producdo em massa de vermes de A.costaricensis depende da infeccéo de
roedores silvestres, cuja manutencdo em laboratério € complicada. Por outro lado, o
fato de dispormos de um hospedeiro muito bem adaptado ao A.cantonensis, dentre
os roedores usuais de laboratério, o Rattus norvegicus, torna a produ¢cdo em massa
deste nematddeo muito mais simples.

A. costarisensis habita as artérias mesentéricas e causa ileocolite eosinofilica,
enquanto que A. cantonensis é um parasita neurotropico responsavel pela
meningoencefalite eosinofilica. Portanto, o uso de antigenos compartilhados se
justifica na identificacdo de alvos para tratamento e diagndstico das infeccdes.

Por esta razéo, o A.cantonensis foi adotado como modelo experimental neste

trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar a expressao diferencial de proteinas de Angiostrongylus cantonensis

durante seu desenvolvimento no hospedeiro definitivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar as proteinas diferencialmente expressas durante a maturacdo do
parasito através de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas.
Comparar os mapas protedmicos dos vermes recuperados de 21 e 42 dias

apos a infeccao.
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Abstract
Angiostrongylus cantonensis is a nematode of rats that may accidentally infect

humans, causing eosinophilic meningitis. Based on several indications that the
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sexual maturation is associated with increased pathogenesis in angiostrongylid
worms, proteomic analysis was performed to describe differential protein expression
between 21 and 42 days post infection. Triplicated bidimensional electrophoresis was
submitted to analysis and 11 proteins were found to be exclusively or predominantly
expressed after sexual maturation. Acetate kinase was the only protein that could be
identified after mass spectrometry (LC-MS/MS). Independently of full identification,
accomplished by the lack of a sequenced genome or transcriptome, it can results in
the identification of new targets for development of new anti-parasitic drugs and

better understanding of the host-parasite interaction.

1. Introduction

The two parasites in the genus Angionstrongylus that cause disease in humans
are Angiostrongylus costaricensis and Angiostrongylus cantonensis. A. costarisensis
is located in the mesentery and causes eosinophilic ileocolitis, also called abdominal
angiostrongyliasis (AA) whereas A. cantonensis is a neurotropic parasite responsible
for eosinophilic meningoencephalitis also called cerebral angiostrongylyasis. [1, 2]

Abdominal angiostrongyliasis was first described by Morera and Céspedes in
1970 [3]. The parasite lives inside the mesenteric arteries of rodents, having slugs as
intermediate hosts [4, 5]. A. costaricensis may be found in the stool of rodents as first
stage larvae (L1) and in the mucus of slugs as third stage larvae (L3). This later
stage may infect humans after ingestion or contaminated food, particularly
vegetables [3]. AA is manifested mainly by an infarct or pseudo tumor-like lesions in
the ileum-cecum segment of the bowel [6]. This disease has been detected in many

countries of Central and South America, like southern Brazil [7, 8] and Ecuador [9].
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Probably imported cases were also detected in North America [10] and also in
Europe [11].

Cerebral angiostrongyliasis is characterized by an intense inflammatory
reaction of the meninges [12]. This zoonosis is endemic in Southeast Asia and the
Pacific Islands, but an increased number of cases have been reported in Africa,
Australia and United States [13, 14, 15]. In South America, the first cases were
reported in Brazil, two in Cariacica in the state of Espirito Santo and two in the state
of Pernambuco [16, 17]. Humans are accidental hosts, occasionally infected by
eating raw or improperly cooked freshwater snails and slugs or paratenic hosts
infected with the third stage larvae (L3) of the parasite [18]. These larvae migrate to
the brain, spinal cord, and nerve roots, causing eosinophilia in both spinal fluid and
peripheral blood and consequently inflammation of the meninges.

Confirmed diagnosis of either cerebral or abdominal angiostrongyliasis is
seldom made because larvae are usually retained in infected tissues as a result of
host inflammatory responses [19, 1, 20].

Both diseases are characterized by eosinophil infiltrates which aims eliminate
the worms residing in the host [21, 22]. In the particular case of abdominal
angiostrongiliasis the worm maturation is being considered as central role in
pathogenesis mainly because of eggs trapped in the intestinal tissue by the intense
inflammatory reaction [23].

In this study, we evaluated the differentially expressed proteins of A.
cantonensis through bidimensional electrophoresis and mass spectrometry. We
compared the proteomic maps of worms recovered at 21% and 42" days post-
infection (dpi). This interval spans the whole process of sexual maturation of A.

cantonensis.
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2 Materials and methods
2.1 Sample collection

Twenty five Wistar rats were raised and maintained in an air-conditioned
animal facility (22 £ 2 °C and 50 + 10% relative humidity) divided in five groups.
Third-stage larvae (L3) of A. cantonensis were collected from infected Biomphalaria
glabrata after digestion with 0.6% pepsin-HCI (pH 2-3) for two hours and ere
incubated in water bath at 37 °C for 72 hours. Host cellular debris was removed from
the digest by centrifugation at 14000 xg for 10 minutes. The larvae in the sediment
material were observed under the microscope. The rats were orally infected with 100
L3 and then the worms recovered every 7 days (21, 28, 35 and 42) post infection.
The present report deals exclusively with the comparative analysis of protein extracts

between worms collected at 21 and 42 dpi, according to the software analysis.

2.2 Two-dimensional electrophoresis

The nematodes were washed with a solution buffer and preserved at -80 °C.
Subsequently, the worms were grinded using the PlusOne Sample Griding Kit (GE
Healthcare) to a fine powder and dissolved in lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 4%
CHAPS, 5 mM DTT, 1% Triton X-114 and 1% Pharmalyte pH 3 -10), containing with
a commercial mix of proteases inhibitors (Protease Inhibitor Cocktail for general use
(Sigma-Aldrich), 2 mM AEBSF, 0.3 uM Aprotinin, 130 yM Bestatin, 1 mM EDTA, 14
MM E-64, 1 uM Leupeptin). The lysate was centrifuged at 15,000 xg at 4 °C for 1
hour, keeping the supernatant [24]. The total protein concentration was measured by
Bradford’s assay using BSA as standard [25].

For each gel, about 10 pg of protein were diluted in 100 pL rehydration buffer

(7 M urea, 1% CHAPS, 50 mM DTT and 1% Pharmalyte pH 3 — 10) and used to
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rehydrate 7 cm IPG strips, pH 3 — 10 NL. After 12 hours of rehydration the IPG strips
containing samples were isoelectrically focused on Multiphor Il electrophoresis unit
and EPS 3500 XL power supply (Amersham Biosciences). IEF was performed at
constant power (10 pA/IPG strip) at 40 V for 2 h, 150 V for 1 h and 3500 V for 4h.
After that, the strips were equilibrated in 50 mM Tris/HCI pH 8.8, 6 M urea, 30%
glycerol, 2% SDS and 10 mM DTT. After 20 min the equilibration solution was
changed to the same buffer except that DTT were replaced by 4% iodoacetamide for
another 20 min [24, 26]. The second-dimensional separation was carried out on 12%
SDS-PAGE vertical mini-gel (Hoefer SE 250, EUA) at 100 V, 20 mA, 50 W for 3

hours [27, 28]. Proteins were visualized by Coomassie blue staining.

2.3 Image acquisition and data analysis

Triplicate gels were scanned using a GS-800 Calibrated Imaging Densitometer
(Bio-Rad) and digitized images were analysed by PDQuest software (Bio-Rad, v.7.1)
for comparative analysis of spot intensities. Background was subtracted and protein
spot density peaks were detected and counted. Because total spot counts and the
total absorbance are directly related to the total protein concentration, individual
protein quantities were thus expressed as parts per million of the total integrated
absorbance, after normalization against total valid spot intensity. GE Healthcare
software was used to determine protein molecular mass (Mr) and isoelectric point (pl)
Gels representative of each condition were compared to evaluate differential protein
expression. Qualitative differences between samples: to consider a protein
exclusively expressed in a stage of development, the criteria used was the presence

or absence of proteins on the gel.
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When an optical device is used to transform a biological signal into a digital
computer signal, they form an image composed of tiny individual pixel. Each pixel
has an X coordinate and Y (horizontal and vertical) position in the picture, and a Z
value that represents the strength of the signal. For a given spot of a given area to be
seen and measured, the intensity of its pixels must be greater than the intensity of
the pixels at the surrounding background. The intensity of a spot is the sum of the
intensities of all pixels. The mean intensity is the total intensity divided by the number
of pixels of the spot. The signal produced by the intensity of each spot is the optical
density.

With the values of intensity for each spot, the software applies PDQuest
guantitative, qualitative and statistics analysis in order to compare the groups. It was
selected the option to have the software automatically choosing the image to be
treated as the "master gel”, based on the best quality of spots detected. Then, the
original digital image is filtered and smoothed in order to highlight the spots. From
these highlights, synthetic image was composed, removing any kind of groove,
reflections, artifacts that may affect the spots present in the original image, allowing
the process of quantification. In this case, spots were considered valid only when
they were present in at least three gels of each group (21:42 dpi).

The group 21 days post-infection was compared with the group 42 days post-
infection, and for quantitative analysis, spots were selected to increase or decrease
expression of 1.5 times, or increased expression greater than 50% and decreased
expression greater than 33%. Statistical analysis used the Student T test (p <0.05),
to compare the mean values of the intensities of a spot between the two groups.

Inter-sample differences does not invalidate its use in analysis of protein profiles,
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because the two stages of maturation were clearly identified in the three

experiments, there is therefore a biological triplicate, required for proteomic analysis.

3.4 In gel digestion and mass spectrometry analysis

Ligquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis was
made in an ESI-Q-TOF ultima APl mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK)
coupled to a nanoACQUITY UltraPerformance LC® (UPLC®, Waters, Milford). A
nanoflow ESI source was used with a lockspray source for lockmass measurement
during all the chromatographic runs [29, 30]. Spots of interest were carefully excised
from 2-DE gels and digested with trypsin (Promega) as described previously [31].
Briefly, the gel pieces were treated with 50 mM ammonium bicarbonate and 30%
AcN for 20 min at room temperature because disulfide bond-containing proteins were
already reduced and alkylated after IEF. Gel pieces were then dried for 30 min in a
Hetovac vacuum centrifuge (HETO, Allerod, Denmark). Dried pieces of gel were
rehydrated for 45 min at 4°C in 5-20 pL of a solution of 50 mM ammonium
bicarbonate containing trypsin at 6.25 ng/uL and digestion was allowed to proceed
overnight, at 37 °C. Afterward, gel pieces were dried in high vacuum centrifuge
before being rehydrated by the addition of 20 uL of H,O and finally dried again. The
resulting peptide mixture was desalted using a ZipTip® column (Milipore). After that,
the peptides were separated in a Nanoease C18 (75-m ID) capillary column by
elution with a water/acetonitrile 0.1% formic acid gradient. Data were acquired in
data-dependent mode (DDA), and multiple charged peptide ions (+2 and +3) were
automatically mass selected and dissociated in MS/MS experiments. Typical LC and
ESI conditions were flow of 600 nl/min, nanoflow capillary voltage of 3.3 kV, block

temperature of 100°C, and cone voltage of 100 V. Each sample was analyzed three
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times to demonstrate the reproducibility and consistency of the technique. The
MS/MS spectra were processed using Proteinlynx 2.0 software (Waters, Milford) and
the generated PKL file was used to perform database search using the Mascot
software using the NCBInr platform (Matrix Science, London, UK). Search
parameters allowed a maximum of one missed cleavage, the maodification of
cysteine, the possible oxidation of methionine, peptide tolerance of 100ppm and
MS/MS tolerance of 0.1 Da. The significance threshold was set at p<0.05, and
identification required that each protein contained at least one peptide with an e

value <0.05.

4. Results
4.1 Two-dimentional electrophoresis of A. cantonensis at different stages of
development

Total proteins of each sample (21 dpi, 28 dpi, 35 dpi and 42 dpi) were
separated by 2D-electrophoresis at pH 3-10 (Figure 1). PDQuest analyses detected
in each gel images of 206 well-defined spots were validated and normalized. In this
study we compared the protein maps from groups 21 dpi and 42 dpi (Figure 1 — A
and D), once the groups of 28 and 35 dpi showed no significant differences, based

on the analysis of PDQuest.
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Figure 1. Two-dimensional electrophoresis of A. cantonensis worms at different stages of
development.

(A) 21 dpi; (B) 28 dpi; (C) 35 pdi; (D) 42 dpi. Samples were subjected to 2D-electrophoresis
separately. Protein (10 pg) was separated by IEF using 7 cm IPG strips (pH 3 — 10), followed by
12% SDS-PAGE and coomassie blue staining. In red boxes: comparison between 21 dpiand 42
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4.2 Differential analysis of spots

Qualitative analyses determine the spots detected in a given sample and not
found in another sample. In the spots analyzed, 11 were exclusively present at 42
days post-infection (Figure 2) and only one was present only at 21 days post-
infection and

For quantitative analysis, five spots detected from proteomic maps of the
comparison of the 21 dpi and 42 dpi groups, presented intensity variations above
1.5x. Analyzing the 42 dpi maps, three spots exhibited abundance greater than 50%
and two other spots showed reduction of expression in 33% (Figure 3).

However, to selected only spots with significant differences, we employed the
Student T test, with significance of 95%. The values of the intensities of these spots
are described in Table 1, where column SSP is the spot number assigned by the
software, columns dpi '21 'and '42 dpi' spots correspond to averages of the
respective groups, the column "ratio 42 / 21 ‘indicates the variations in mean values
of intensities of spots in the group '42 dpi' to the '21 dpi 'and finally the superscript
letters indicate: "d", spots with decreased abundance greater than 33%, "u "spots
with increased abundance above 50%. In the table, the value displayed by the
column "Reason 42/21" was calculated by the software. Thus, when applied to
statistical analysis, 25 spots among the 206 validated were selected (p <0.05). All the

25 spots were digested with trypsin and analyzed by Tandem Mass Spectrometry.
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Figure 2: Representation of the spots identified only 42 days after infection. Proteomic maps of

comparison between 21 and 42 dpi samples. Boxes represent the spots only expressed in 42 dpi. In

red boxes - two proteins were identified using mass spectrometry. Spot 6001 represents the acetate kinase
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Figure 3: Representation of the spots that showed differences in expression. Proteomic
maps of comparison between 21 and 42 dpi samples. The boxes represent spots identified with
significant differences. Spot 7101, only expressed in 21 dpi, spot 6304 was more intense in 21 dpi,

spots 8002, 8102 and 6014 more intense in 42 dpi.
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SSP 21 dpi 42 dpi Reason 42/21
3503 = 2465780,8 -
3702 - 3859408,7 -
4201 = 9654739,9 -
4401 | 2547525,0 21575135 0,85
5102 | 2130621,3 1629797,9 0,76
5103 - 3682193,4 -
5105 = 7824139,5 -
5503 - 9340928,8 -
5702 - 8274590,1 =
6001 - 8685982,3 -
6002 = 8398732,8 -
6101 | 3934286,3 29434148 0,75
6302 | 15561255 2053982,9 1,32
6304° | 6219019,0 4092114,8 0,66
6503 | 1163806,0 798318,8 0,69
6014" | 3281670,8 20175172,0 6,15
7101 | 5643870,9 - -
7105 | 1556125,5 2053982,9 1,32
7302 | 4678601,0 2216771,3 0,71
7501 | 1453758,5  914900,9 0,63
8002" | 8924183,0 15600867,0 1,75
8102" | 525000,3  927846,8 1,77
8201 - 956741,9 -

Table 1: Intensity average of spots

SSP is the spot number assigned by the software, columns dpi '21 'and '42 dpi' spots
correspond to averages of the respective groups, the column "ratio 42 / 21 'indicates the
variations in mean values of intensities of spots in the group '42 dpi' to the '21 dpi 'and finally
the superscript letters indicate: "d", spots with decreased abundance greater than 33%, "u

"spots with increased abundance above 50%.
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4.3 Protein identification

Identified 25 target proteins were excised from gels, digested with trypsin and
the resulting peptides were analyzed by mass spectrometry experiments. Two
proteins were identified using the Mascot program (Table 2). Since there was limited
information regarding the A. cantonensis gene sequences, identification of the
respective proteins identified was based on matches to homologous proteins from
related organisms, e.g., Caenorhabditis briggsae, Ascaris suum, Haemonchus
contortus, Caenorhabditis elegans and non-related organisms such as Lactobacillus
sanfranciscensis and Tribolium castaneumensis

Acetate kinase and one protein similar to conserved hypothetical protein were

identified correspondent to the spots 6001 and 3702 respectively (Figure 2).

Peptide Sequence Organism matched Identity GeneBank Assess
Acetate kinase MSKIIAVNAGSSTLK Lactobacillus sanfranciscensis 86% 0i[29336934
similar to conserved DAGQIAGLN VLR Tribolium castaneum 92% 0i|29336934

hypothetical protein

Table 2: The obtained peptides from the proteins were searched for amino acid similarity on BLASTp

public platform.

4 Discussion

Since the sequence of angiostronylid genomes and transcriptomes are not
available, except for a few sequences from A. cantonensis [32], identification of
proteins from peptide analysis by mass spectrometry is not reliable [33]. The main

objective of the present analysis was to give a general description of the differential
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expression of proteins associated with development of angiostrongylid worms,
considering their putative role in pathogenesis [23].

One main interest of our group is to find useful antigens for immunodiagnosis
of angiostrongyliasis and for this application, identification of a sensitive and specific
humoral reactivity is more important than the identification and functional description
of the proteins

Previous studies of excretion and secretion products (ES) have identified
many proteins released by the parasite with the potential role on Angiostrongylus
survival promoting tissue penetration, nutrient acquisition and also immune system
and oxidative stress evasion [34] making those proteins targets for disease
treatment. In particular Glutathione trasnferases (GSTs) may play a role on parasite
detoxification against host defenses making those proteins targets for disease
treatment [35].

There are only a few published proteomic analyses on nematodes.
Caenorhabdis elegans is the most extensively studied nematode, including proteomic
analysis. They are free living organisms and besides the productive extrapolation of
the function and genomic data from other nematodes it is not always applicable [36].
A.cantonensis is easier maintained and produced in large quantities than the other
angiostrongylid worm causing disease in humans, A.costaricensis. For that reason
A.cantonensis has been used as an experimental model to study pathogenesis and
immunogenicity of A costaricensis, the infection where egg plays a pivotal role in
pathogenesis.

Differential expression of proteins has been analyzed according to several
variables, like temperature [36, 37], and oxidative stress [38]. Differences in protein

profile after exposure to toxic organophosphorus pesticides [39] or drugs like
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piperazine [40]. Other studies have investigated resistant phenotypes, like in
Trichinella spiralis [41, 42] or protective antigens as promising target vaccine, like in
Dictyocaulus viviparous [43]. Proteomic analysis on Angiostrongilus costaricensis
has also been done as a large scale identification and description of the diversity of
molecules, like in Meloidogyne spp and C.elegans in adult stages or during
embryogenesis [44, 45, 46]. General description of differential expression has also
been explored as part of the tools for taxonomic distinction of much closed related
sympatric species [47].

In many comparative proteomic analysis of protein expression only a few
spots are usually identified as exclusive for a given condition, like the 38 proteins
expressed only at atherosclerotic myocardium [45] or the 6 proteins expressed in
mutant C.elegans worms under heat stress [37]. In the present analysis, 11 spots
were exclusively (11) expressed after sexual maturation. This set of proteins may
include promising knowledge on physiology of reproduction and potential novel
targets for therapeutics. Sexual maturation is a critical step in parasitic organism
development and also in the interaction with its definitive host. Most parasites have a
complex lifecycle, which may include free-living stages as well as distinct stages
inhabiting one or more host organisms. Therefore, parasites encounter many
different environments, in which the amounts of available nutrients and/or oxygen
can be limited, selecting parasites able to adapt their metabolism to these different
conditions. Metabolic adaptations normally require different enzymes, which are not
present in host organisms. Particularly adaptations in catabolic processes, or energy
metabolism, often became essential in parasites, since energy metabolism involves
the production of ATP, which unlike many metabolites, cannot easily be taken from

the host. The formation of acetate from acetyl-CoA as a metabolic end product is a
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metabolic adaptation that is present in many parasites, especially in those
encountering hypoxic or anoxic habitats. Furthermore, acetate production is also
present in many non-parasitic eukaryotes, such as flowering plants, fungi and marine
invertebrates, but it is absent in mammals [48].

The formation of acetate from acetyl-CoA via acetylphosphate occurs via two
reactions catalyzed by separate enzymes. Acetyl-CoA is first converted into
acetylphosphate by phosphate acetyltransferase. Subsequently acetyl-phosphate is
further metabolized to acetate by acetate kinase, a reaction in which ADP is
concomitantly converted to ATP. Acetate kinase is predominantly found in micro-
organisms and facilitates the production of acetyl-CoA by phosphorylating acetate in
the presence of ATP and a divalent cation [48]. Here this enzyme was found at 42
dpi. The enzyme is important in the process of glycolysis. Since acetate is an
important end-product of the energy metabolism among many parasites but not
among their mammalian hosts, acetate formation is an attractive target for the
development of new anti-parasitic drugs [49]. Furthermore, studying the adaptations
in parasite metabolisms can result in an increased understanding of host-parasite

interactions [48].
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Uma andlise proteica comparativa global foi realizada ao longo do
desenvolvimento sexual de A. cantonensis. Compararam-se as diferencas de
expressao proteica entre extratos de vermes fémeas de 21, 28, 35 e 42 dpi. Neste
estudo, evidenciaram-se as diferencas significativas entre os grupos 21 e 42 dpi,
correspondendo ao periodo de maturidade sexual e oviposicdo dos vermes. A
maturacdo e a producdo de ovos parecem ser eventos centrais na patogenicidade
das angiostrongiliases.

Na comparacédo 21 e 42 dpi, 25 spots foram selecionados através da analise
de diferenca significante pelo teste T de Student. Dos spots validos, um foi expresso
somente em 21 dpi (spot 7101). Outro com sua expressao aumentada em 21 dpi
(spot 6304), 3 mais expressos em 42 dpi (spots 8002, 8102, 6014). Nesta ultima
comparagcao conseguiu-se identificar, através de espectrometria de massas, uma
proteina similar a proteina hipotética de Tribolium castaneum e outra similar a
acetato quinase de Lactobacillus sanfrancensis.

Atualmente ha pouca informagdo molecular sobre Angiostrongylus spp.
Existem somente 31 genes, 800 sequéncias nucleotidicas e 685 proteinas
depositadas no Genbank (revisado em maio de 2012). Como consequéncia, a
identificacdo de proteinas por espectrometria de massas fica limitada. Este fato
também gera dificuldades para uma melhor compreensdo da gama de proteinas
expressas pelo proteoma num determinado tempo celular. Sendo assim, a maioria
dos estudos de identificacdo de proteinas de organismos sem genoma sequenciado,
como A. cantonensis, utiliza sequéncias de organismos ortologos relacionados para
a comparacao da massa peptidica (Morassutti et al., 2011; Rebello et al., 2011). Em

tltima analise, essa falta de dados gendémicos e transcriptdmicos das espécies do
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género Angiostrongylus spp dificulta a identificacdo de proteinas apds separacao por
eletroforese bidimensional.

Embora recentemente tenha sido publicado o sequenciamento do genoma
mitocondrial de A. cantonensis e A. costaricensis, a escassez de dados de
sequenciamento do genoma destes parasitos € um critico empecilho para a
identificacdo de proteinas (Shan et al., 2011). Esta situacdo deve mudar em futuro
préximo, com projetos em andamento do sequenciamento gendmico e a descricao
do transcriptoma, tanto de A. cantonensis quanto de A. costaricensis.

A enzima identificada neste estudo participa do metabolismo de glicolise,
ou seja, da producdo de ATP no organismo do parasito. A formacdo de acetato a
partir de acetil-CoA através acetilfosfato ocorre através de duas reacdes catalisadas
por enzimas distintas. Acetil-CoA € primeiro convertido em acetilfosfato por fosfato
acetiltransferase. Subsequentemente fosfato-acetilo é posteriormente metabolizado
em acetato de acetato de quinase, uma reaccdo na qual o ADP é convertido em ATP
concomitantemente. Acetato quinase encontra-se predominantemente em
microrganismos e facilita a producéo de acetil-CoA por fosforilacdo de acetato na
presenca de ATP e um cétion bivalente. Neste estudo, esta enzima foi encontrada
em 42 dpi. Como essa enzima tem sido encontrada em varios nematdédeos e nao
detectada em mamiferos, ela se torna um potencial alvo para tratamento da doenca
(Barret e Simpkin, 1978; Ingram-Smith et al., 2006; Kéhler, 1985; Tielens, 1994).

Os métodos de imunodiagnéstico atualmente disponiveis para
angiostrongiliase, em geral, empregam antigenos brutos, precisando ser
aprimorados para melhorar seu desempenho. Como em qualquer outra infeccéo, a
chave para o diagndstico especifico € o uso de antigenos apropriados. Com

antigeno bruto ou apenas parcialmente purificado de vermes adultos, um
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consideravel niumero de reacdes falso-positivas com outras parasitoses pode ocorrer
(Eamsobhana & Yong, 2009; Parkhouse and Harrison, 1989).

A complexidade de antigenos brutos dificulta a visualizacdo de proteinas
especificas, uma vez que as mais abundantes podem facilmente mascarar as
proteinas de interesse. Por outro lado, a delecéo de certas proteinas, na tentativa de
facilitar a visualizacdo de proteinas pouco abundantes, pode acabar resultando em
perda desses potenciais biomarcadores (Silberring & Ciborowski, 2010).

A producdo de antigenos de A. costaricensis e A. cantonensis sO € possivel
nos dias de hoje com a manutencao do ciclo em laboratorio. Porém, ha dificuldades
de manutencdo dos hospedeiros vivos e had também um continuo esforco pela
reducao do uso de animais. A estratégia de utilizar antigenos heterélogos se justifica
pela maior facilidade de obtencdo de vermes e larvas de A. cantonensis. Esta
estratégia contribui para o atendimento da demanda de exames sorolégicos para
angiostrongiliases no laboratério, garantindo a aplicabilidade desta técnica na
investigacdo e manejo dos pacientes (Ben, 2010). Esta abordagem permitiu também
a investigacdo dos primeiros casos autéctones de angiostrongiliase cerebral por A.
cantonensis no pais em Espirito Santo e Pernambuco (Caldeira et al., 2007; Lima et
al., 2009).

Estudos anteriores com modelos animais apontam o Orgao reprodutor e a
superficie dos ovos inteiros de Angiostrongylus costaricensis como as fracdes mais
imunogénicas (Bender et al., 2003) e associam 0 aumento na resposta humoral com
a maturidade dos vermes e inicio da oviposicao pelas fémeas (Geiger et al., 1999;
Abrahams-Sandi et al., 2004). As analises prote6micas direcionadas a buscar alvos
para diagnostico ou tratamento possivelmente tém maior chance de sucesso ao

obedecer alguma estratégia, tal como esta de considerar a importancia da
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expressao proteica associada com a maturacdo sexual e larvipostura. Para alvos
diagnésticos, as fracfes de excrecdo-secrecdo sdo uma escolha logica, devido a
exposicao permanente que estas moléculas tem ao hospedeiro (Morassutti et al.,
2011).

Neste trabalho se tentou realizar testes imunorreativos das amostras de 21 e
42 dias através da técnica de Western blotting visando identificar os spots
selecionados pelo programa PDQuest. Porém, pela dificuldade da prépria técnica,
desde a obtencdo de antigenos, reprodutibilidade na producdo de géis
bidimensionais e principalmente na correta excisdo do spot no gel respectivo ao
identificado pelo software a tentativa foi frustrada.

A experiéncia com analise protedmica vem confirmando a necessidade de
abordagens com estratégias direcionadas para fracées ou sub-fracdes do proteoma,
em vez de amplo mapeamento, como se pensava no inicio da “era protedbmica”. A
escassez de determinados componentes em spots promissores limita as analises de
imunoreatividade, vislumbrando-se a obtencdo de proteinas recombinantes como
uma alternativa necessaria. Os estudos de caracterizacdo das proteases em
diferentes condicfes de extracdo sdo também importantes, diante da necessidade
de ajustar as combinacdes de inibidores de proteases, além de servirem para
descrever importantes funcionalidades destas enzimas no ciclo de vida dos
parasitos.

Na linha de orientacdo das analises protedmicas por fragdes, ha muito o que
explorar no futuro imediato, a partir dos experimentos acompanhando a evolugao
dos vermes adultos e formas larvares e a expressao diferencial de proteinas. Além
da necessaria aplicacdo no aprimoramento diagnostico das angiostrongiliases,

sempre resulta algum avanco na compreensdo de varios aspectos da interacdo
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Angiostrongylus-hospedeiros. De forma recorrente, esta melhor compreenséo pode
encurtar o caminho para testes diagndsticos mais eficientes e tratamento mais

adequado na doenca humana.
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