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RESUMO

OLIVEIRA, Larissa Trotta Barroso de. Caracterizacdo protedémica dos Produtos de
Excrecao-Secrecao de Trichuris muris e sua interacio in vitro com bactérias da
microbiota. 2025. 111 f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A tricuriase ¢ uma doenca negligenciada que afeta cerca de 465 milhdes de pessoas,
causada pelo nematodide intestinal Trichuris trichiura. Esses helmintos produzem e liberam
produtos de excrecao e secrecao (PES), que sdo ricos em microRNAs e proteinas com diversas
funcdes, tais como a modular o sistema imuno do hospedeiro. Para conseguir se estabelecer no
intestino grosso do hospedeiro, esses helmintos penetram na mucosa desse 6rgao, promovendo
o rompimento epitelial e permitindo a translocacdo bacteriana. A interagdo parasito-microbiota-
hospedeiro tem sido estudada pelo nosso grupo usando o modelo de infeccdo 7. muris em
camundongos. Neste trabalho nosso objetivo foi extrair PES de 7. muris mantidos em
camundongos suicos submetidos ou ndo a antibioticoterapia e verificar se esse tratamento altera
a composi¢ao proteica dos PES. Além disso, analisar a atividade antimicrobiana desses PES e
avaliar sua possivel influéncia na interacdo entre bactérias e células intestinais T84 e Caco-2 in
vitro. Para isso, camundongos foram infectados com 7. muris, e foram tratados com antibidticos
ou ndo (controles). Os parasitos recuperados foram mantidos em cultivo em meio RPMI a 37
°C/ COz por 24 horas. Em seguida, algumas dessas amostras foram analisas pela espectrometria
de massas, para caracterizar as proteinas presentes, posteriormente fizemos analises de
quantificagdo, concentragdo, KEGG, ontologia genética (GO), presenga de peptideo sinal e
rede. Em seguida, o PES foi analisado quanto a sua capacidade de inibir o crescimento
bacteriano e a interagdo entre as bactérias Escherichia coli 042, E. coli DH50 ¢ Salmonella c20
e as células T84 e Caco-2. Apds 6 horas, o material foi processado e analisado por microscopia
de luz e microscopia eletronica de varredura. Em nossos resultados, observamos que houve
diferenca nas proteinas encontradas em cada grupo de camundongos tratados e nao tratados.
Sendo que a resposta do grupo tratado foi mais complexa que o ndo tratado, apresentando mais
proteinas com diferentes funcdes. Algumas dessas proteinas encontradas em ambos os grupos
possuem funcdes, como atividade antimicrobiana e imunomoduladora, de acordo com a
literatura. Ja no antibiograma, ndo houve a inibi¢do do crescimento bacteriano pelo PES. E nao
identificamos padrdes na quantidade de bactérias entre os grupos com e sem PES em nenhuma
das monocamadas de células, porém observamos diferengas em seu comportamento, como
mudanca no poder agregativo e invasivo, principalmente em E. coli 042 e E. coli DH50., quando
em contato com o PES. Concluimos que o tratamento impactou na composicao dos PES, que ¢
rico em proteinas com atividades bioldgicas conhecidas e que se diferencia de acordo com o
ambiente, podendo também interagir com as bactérias que compdem a microbiota do
hospedeiro.

Palavras-chave: tricuriase; produtos de excre¢do e secrecao; microbiota



ABSTRACT

OLIVEIRA, Larissa Trotta Barroso de. Proteomic characterization of Trichuris muris
Excretory-Secretory Products and their in vitro interaction with microbiota bacteria.
2025. 111 f. Dissertagao (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Trichuriasis is a neglected disease that affects millions of people and is caused by the
intestinal nematode Trichuris trichiura. These helminths produce excretory/secretory products
(ESPs), which are rich in microRNAs and proteins with various functions, such as
immunomodulation. To establish themselves in the host's large intestine, these helminths
penetrate the organ wall, promoting epithelial disruption and allowing bacterial translocation.
The parasite-microbiota-host interaction has been studied by our group using the 7. muris
infection model in mice. In this study, our objective was to extract ESPs from 7. muris
maintained in Swiss mice, either subjected or not to antibiotic therapy, and to verify whether
this treatment alters the protein composition of the ESPs. Additionally, we aimed to analyze the
antimicrobial activity of these ESPs and assess their potential influence on the interaction
between bacteria and intestinal T84 and Caco-2 cells in vitro. First, mice were infected with 7.
muris and either treated with antibiotics or left untreated (controls). The recovered parasites
were maintained in culture in RPMI medium at 37 °C/CO, for 24 hours. Subsequently, some
of these samples were subjected to mass spectrometry to analyze the proteins, followed by data
extraction and analyses of quantification, concentration, KEGG pathways, gene ontology (GO),
signal peptide presence, and network analysis. The ESPs were then evaluated for their ability
to inhibit bacterial growth and their interaction with Escherichia coli 042, E. coli DH5a, and
Salmonella c20 and the T84 and Caco-2 cells. After 6 hours, the material was processed and
analyzed using light microscopy and scanning electron microscopy. In our results, we observed
differences in the proteins found in each group of treated and untreated mice. The response in
the treated group was more complex than in the untreated group, showing more proteins with
more diverse functions. Some of the proteins found in both groups have various functions, such
as antimicrobial and immunomodulatory activities, according to the literature. However, in the
antibiogram, bacterial growth was not inhibited by the ESPs. We did not identify patterns in the
bacterial quantity between groups with and without ESPs in any of the cell monolayers.
However, we observed differences in bacterial behavior, such as changes in aggregation and
invasive potential, particularly in E. coli 042 and E. coli DH50 when in contact with ESPs. We
concluded that ESPs are rich in proteins with known biological activities and that their
composition varies depending on the environment, potentially interacting with bacteria that
comprise the host's microbiota.

Keywords: trichuriasis; excretory-secretory products; microbiota
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INTRODUCAO

Os helmintos sao organismos pluricelulares que podem desenvolver o parasitismo e se
dividem em trés filos, Platyhelminthes, Acanthocephala e Nematoda. Estes organismos formam
um grupo ndo monofilético e caracterizam-se principalmente por suas caracteristicas
morfologicas distintas entre si, porém com algumas adaptagcdes compartilhadas nos taxons que
desenvolvem o parasitismo (Collins, 2017; Amin, 2013; Goldstein, 2001).

Os platelmintos de maneira geral sdo achatados dorsoventralmente e se dividem nas
classes Turbellaria, Trematoda, Monogenea, Cestoda, Catenulida e Rhabditophora (Littlewood,
2008). Possuem simetria bilateral, com uma regido anterior bem definida com elementos
sensoriais e motores. A parede do corpo € recoberta por um tegumento, que ajuda na nutri¢do
desses seres, pois ndo possuem sistema digestorio completo, sendo seu intestino um saco
simples no parénquima ou ramificado (Collins, 2017). Possuem um sistema nervoso simples,
com regides centrais e periféricas, na qual a periférica ajuda as células musculares, sensoriais e
epiteliais e a central consiste em ganglios em volta do estatocisto, um 6rgdo que ajuda no
movimento e equilibrio (Collins, 2017). A maioria dos platelmintos s3o mondicos, ou seja,
possuem os 6rgaos feminino e masculino em um so6 individuo (conhecidos popularmente como
hermafroditas); porém existem poucos que sdo didicos (cada individuo tem somente um 6rgao
reprodutor, feminino ou masculino) (Collins, 2017).

Os Acanthocephala, apresentam um corpo cilindrico, também com simetria bilateral e
se dividem em trés ordens: Archiacanthocephala, Palaeacanthocephala e Eoacanthocephala
(Amin, 2013). Também ndo possuem um sistema digestorio completo, e apresentam na sua
parte anterior estruturas para facilitar sua fixagdo, como ganchos. Geralmente sdo bem
pequenos, variando de 1,5 mm até 25mm (Near et al., 1998). Possuem sistema nervoso simples,
que consiste em um ganglio central (funcionando como um cérebro) e possuem Orgaos
sensoriais, uma papila anterior e um par lateral na base da proboscida. Sdo didicos, tendo
machos e fémeas, onde os machos sdo menores que as fémeas (Nicholas, 1973).

Os nematoides, se dividem nas classes Chromadorea e Enoplea (NCBI, 2024). Este filo
se destaca por apresentar um corpo cilindrico, simetria bilateral € o corpo coberto por uma
matriz extracelular que reveste sua hipoderme e a camada muscular (Blaxter e Georgios, 2015).
Possuem sistema digestorio completo, e podem ou ndo apresentar adaptagdes parasitarias no
aparelho bucal, como labios fundidos, hipertrofiados, dentes cuticulares ou capsulas bucais

adaptadas que os ajudam na fixagdo no tecido de seus hospedeiros. Ao ingerir nutrientes pela


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=119089&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=119088&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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boca, direcionam este contetido para um es6fago muscular que apresenta glandulas, canalizando
para o intestino, que ¢ simples, tubular e percorre todo o corpo até a externalizag@o pelo anus
ou cloaca. As espécies geralmente sao didicas, com dimorfismo sexual (Blouin et al., 1999).
Com um exoesqueleto resistente, os nematoides sao caracterizados por realizarem mudas ao
longo do seu desenvolvimento de vida, passando sempre por quatro mudas apos a larva de

primeiro estadio eclodir do ovo, até se tornar verme adulto.

Nematoides tricurideos

Os nematdides tricurideos possuem um corpo bem caracteristico, onde a parte anterior
¢ mais afilada enquanto a parte posterior ¢ mais robusta. Nao apresentam labios ou cavidades
bucais desenvolvidas; e a maioria dos ovos apresentam plugues polares caracteristicos. A
hipoderme apresenta areas especializadas, e algumas altamente organizadas e associadas a
adaptagao parasitaria, como ¢ o caso da banda bacilar, que esta presente nos nematoides
tricurideos (Tilney et al, 2005). A banda bacilar ¢ formada por esticdcitos, inflagdes cuticulares
e glandulas bacilares, que desempenham fungdes secretdrias e de absor¢do, localizando-se na
regido anterior do helminto (Lopes-Torres et al., 2020).

Nematoides do género Trichuris, sdo altamente especializados a vida parasitaria,
considerados pequenos em sua dimensao corporal, possuindo em torno de 5 cm de comprimento
e com a espessura variando de 50 um na extremidade posterior a aproximadamente 400 um na
regido posterior. Na regido anterior, que ¢ mais delgada e afilada, encontram-se as estruturas da
banda bacilar que fica inserida na mucosa intestinal do hospedeiro mamifero durante o
parasitismo. Na regido posterior, que ¢ mais robusta, concentram-se os principais 6rgaos do
parasito, formando este conjunto uma morfologia corporal peculiar em formato de “chicote”,
que nomeia o grupo em inglés como “whipworms”. O es6fago, que ¢ bem alongado, apresenta
grandes células que o envolvem, chamadas de esticocitos (também presentes na banda bacilar)
As fémeas sdo um pouco maiores que os machos que, por sua vez, apresentam na extremidade
posterior um espiculo coberto por uma bainha espicular e um espiralamento ventral, como

podemos ver na figura 1 (Hurst e Else 2013).
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Figura 1 - Fémea e macho de Trichuris spp.

.

Legenda: Espécimes de parasitos do género Trichuris. A esquerda a fémea, e a direita o macho. (Imagem: Centers
for Disease Control and Prevention - CDC).

Os ovos deste parasito sdo bem caracteristicos, tendo um formato oval, dois plugues
polares nas extremidades, por onde as larvas eclodem. Estes possuem uma casca bem
desenvolvida, possuindo uma camada vitelinica, uma camada de quitina e uma lipidica, todas
elas revestindo a matriz extraembriondria, como vemos na figura 2. Eles podem medir de 60 a
70 micrometros (um) de comprimento e 37 a 40 micrometros (um) de largura, sendo s6 visiveis
no microscopio (Inatomi, 1960). Os ovos podem ser considerados uma forma de resisténcia,
que vao ajudar na dispersao do parasito e também na sobrevivéncia a temperaturas, umidade,
agressOes mecanicas, microrganismos (como bactérias e fungos), além de proteger da acidez

estomacal e enzimas digestivas quando os hospedeiros os ingerirem (Lysek ez al., 1985).
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Figura 2 - Ovo de Trichuris muris

Legenda: Ovo de Trichuris muris embrionado. (s): casca do ovo. (pp) plugues polares. (L1) Larva no estagio L1.
(e) esofago da larva. (gc) células germinativas. - (Dias et al., 2022).

Tricuriase: uma doenca negligenciada

Com base nos dados da Organizagdo Mundial da Satde, estimou-se que
aproximadamente 1,62 bilhdo de pessoas (WHO, 2024) precisaram de intervengdes para
patogenos que causam doengas classificadas como tropicais negligenciadas, como por exemplo
ascaridiase, tricuriase, ancilostomiase, estrongiloidiase, esquistossomose, escabiose,
leishmaniose, doenca de Chagas e oncocercose (Specht e Keiser, 2023).

As doengas tropicais negligenciadas s3o um grupo muito diverso que podem ser
causadas por varios tipos de patdgenos (virus, bactérias, protozodarios, fungos e helmintos). Em
destaque para as helmintiases, estas estdo associadas a importantes fatores sociais, econdmicos
e de infraestrutura de satide (WHO, 2024). Sao parasitoses mais relacionados a ambientes com
problemas de infraestrutura, baixo indice de desenvolvimento humano (IDH) e foram das

principais agendas globais de saade (WHO, 2024). E estimado que popula¢des que vivem em
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situacdes de extrema pobreza estejam infectadas por um ou mais agentes dessas patologias, no
qual corresponderia a aproximadamente 10% da populagdo mundial (Specht e Keiser, 2023).

Destacam-se as parasitoses intestinais, evidenciando a relevancia de programas
nacionais € internacionais que promovam condi¢des de protecao e recuperacao da saude das
populagdes mais vulneraveis. Esses esforcos incluem a identificagdo de areas endémicas e o
fortalecimento da vigilancia epidemioldgica, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida
das comunidades afetadas. Neste cenario, a Organizagdo Mundial de Saude estabeleceu
estratégias para que essas doencas sejam erradicadas até o ano 2030. Diante destes desafios,
destacamos seis dos 17 ODS estabelecidos na Conferéncia das Nagdes Unidas sobre
desenvolvimento sustentavel no Rio de Janeiro em 2012: 1 - Saude de Qualidade (ODS 3); 2 -
Educagdo de Qualidade (ODS 4); 3 - Agua Potavel e Saneamento (ODS 6); 4 - Fome Zero e
Agricultura Sustentavel (ODS 2); 5 e 6 - Vida na Agua e Vida Terrestre (ODS 14 ¢ 15). Diante
disso, torna-se estratégico acelerar acdes programaticas contra essas doencas, incluindo
medidas para reduzir prevaléncia, morbilidade e mortalidade, diante de um cenario de Saude
Unica ou Uma s6 Satide (WHO, 2024).

Os geo-helmintos possuem como estratégia de desenvolvimento bioldgico a
necessidade de parte de seu ciclo estar associado ao solo, diante disso, os meios de
contaminag¢do de solo por dejetos humanos passam a ser o principal problema da manutencao
das formas infectantes no ambiente. Existem duas estratégias de infecgdo: a forma passiva que
envolve o processo fecal-oral e a transmissao ativa, onde a larva penetra pela pele nua, quando
em contato direto com este solo contaminado. Os exemplos de geo-helmintos sdo: Ascaris
lumbricoides, ancilostomideos (Ancylostoma duodenale € Necator americanus), Trichuris
trichiura e Strongyloides stercoralis.

A parasitose mais conhecida dentre estas ¢ a ascaridiase, causada pelo 4. lumbricoides,
conhecido popularmente como lombriga. E estimado que mais de 800 milhdes de individuos
estejam infectados com este parasito (Wang, 2020; Jourdan, 2018). Os ancilostomideos também
sdo geo-helmintos de alto impacto, sendo os mais comuns A. duodenale, na Europa e Asia, e N.
americanos nas Américas. Estes parasitos infectam mais de 472 milhdes de individuos (Jourdan
et al., 2018). Sua forma de infeccdo geralmente ¢ ativa, com a larva filaridide penetrando a pele
do individuo, porém o 4. duodenale pode também infectar também por via oral, causando a
sindrome de Wakana (Jourdan et al., 2018). Outra importante parasitose ¢ a estrongiloidiase,
causada pelo Strongyloides stercoralis, podendo infectar mais de 100 milhdes de individuos em
todo o mundo (Jourdan et al., 2018). A infeccdo destes se estabelece pela penetragdo das larvas

filarioides na pele
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A tricuriase humana ¢ causada pelo geo-helminto Trichuris trichiura, mas existem
diversas outras espécies com importancia silvestre e veterinaria. E uma das geo-helmintiases
mais prevalentes no mundo, infectando mais de 477 milhdes de pessoas (Jourdan et al., 2018).
Essa parasitose ¢ mais comum em dareas de clima mais quente, atingindo principalmente
populagdes moradoras de areas com problemas de infraestrutura basica de saneamento,
impactando, principalmente, populacdes de paises tropicais (Else et al., 2020). Diante disso,
impacta com mais intensidade paises do continente africano, no Sul da Asia e da América
Latina, como o Brasil, demonstrado na figura 3 (Ahmadi Jouybari et al., 2016; Behniafar et al.,
2024).

A tricuriase, como toda geo-helmintiase, tem relagdo com caracteristicas especificas da
caréncia de infraestrutura em saneamento basico, atreladas principalmente a auséncia de
tratamento de esgoto, coleta de lixo, resultando na contaminagdo do solo com fezes humanas.
O desenvolvimento da larva de primeiro estadio ocorre ainda dentro do ovo apds ser eliminado
pelas fezes e em contato com o solo. A transmissdo ao humano ocorre de forma passiva, via
ingestdo destes ovos larvados. Os mais afetados por essa parasitose sdo criangas em idade
escolar, por estarem em uma fase com menos no¢des de higiene bésica, além de estarem mais
expostas a continua contaminag¢do com solo, alimento e, potencialmente fontes de dgua nao

tratada adequadamente (Else et al., 2020).

Figura 3 - Mapa da distribuicdo mundial da incidéncia da tricuriase humana

\4 oF 1 G

T ® A
e o \j Ry
| ed ¢
~ i 45

Nat applicable
Nao PC required

No data

Legenda: Mapa da distribuicdo mundial da incidéncia da tricuriase humana. Segundo a legenda, areas destacadas
em amarelo (mais claro), representam uma menor incidéncia e as dreas em marrom (mais escuras) maior
incidéncia (WHO, 2020).



21

No Brasil, a tricuriase também esta altamente disseminada e, no ultimo levantamento
epidemioldgico (Katz, 2018), observa-se que apresenta distribui¢do nacional, porém, com areas
mais impactadas, por conta das caracteristicas mencionadas anteriormente, em relacdo a
auséncia de infraestrutura basica de saneamento, em associacao com problemas educacionais.
Diante disso, municipios das regides Norte ¢ Nordeste apresentam maior pressdo de infec¢ao
por contaminag¢ao ambiental e alta prevaléncia, dando destaque aos estados do Amazonas, Par4,

Sergipe e Alagoas - figura 4 (Katz, 2018).

Figura 4 - Mapa de distribuigio da tricuriase no Brasil
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Legenda: Mapa de distribuicdo da tricuriase no Brasil, que mostra as areas onde mais ocorrem a doenca, sendo a
regido Norte onde se tem a maior incidéncia representado em vermelho (Katz, 2018).

Atualmente, o tratamento da tricuriase humana ¢é feito com uso do albendazol e
mebendazol, seguindo um protocolo estabelecido para esta e outras geo-helmintiases. Existem
também protocolos de tratamento em massa no Brasil, em criancas com idade escolar (5 a 14

anos) quando o percentual de positividade nos levantamentos epidemioldgicos feitos por
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exames de fezes ¢ maior que 20% (Ministério da Saude, 2012; Specht e Keiser, 2023). Diversos
autores tém debatido sobre o tratamento em massa, destacando que essas sao medidas de baixa
ou nenhuma eficiéncia. Alguns pontos sao destacados, como: a baixa eficacia desses farmacos
contra o Trichuris, altas taxas de reinfec¢ao apds o tratamento, desenvolvimento de resisténcia,
(Hayon et al., 2021), destacando a tricuriase, que vem apresentando resisténcia, em modelos
animais, aos tratamentos adotados convencionalmente (Ahmadi Jouybari et al., 2016; Moser et
al., 2017; Barda, 2022). O uso dos medicamentos nestes modelos de tratamento em massa,
mencionado muitas vezes erroneamente como quimioterapia preventiva, pode ter contribuido
na crescente resisténcia desses helmintos aos farmacos mais amplamente usados, fazendo uma
pressdo seletiva nesses parasitos (Else et al., 2020).

Estudos mostram que com o uso de farmacos comumente indicados (albendazol ou
mebendazol), as taxas de cura dos pacientes sdo baixas (Ahmadi Jouybari ef al., 2016; Moser
et al., 2017). Algumas outras formas de tratamento vém aparecendo, como por exemplo a
combina¢do do uso de albendazol com a ivermectina, mostrando melhores porcentagem de
eficacia (Barda, 2022). Associa-se este fato ao comportamento bioldgico do parasito, que o
distingue dos demais nematoides intestinais. Nematdides do género Trichuris inserem a regido
anterior na mucosa intestinal do intestino grosso, o que pode dificultar a acdo dos farmacos que
apresentam baixa absor¢ao intestinal e alta concentragdo na luz do 6rgao. Associado a este fato,
a possivel atividade de detoxificacdo dos farmacos pela banda bacilar (Hansen et al., 2014;
Hansen et al., 2016), também pode explicar de forma geral esta crescente resisténcia a estes
farmacos.

Como mencionado anteriormente, a espécie que € parasito de humanos ¢ a 7. trichiura,
entretanto existem relatos consistentes da presenca deste parasito em primatas ndo humanos. A
espécie Chlorocebus sabaeus, primata de origem do continente africano (encontrado em outros
continentes) ¢ conhecida como macaco-verde (Chapman et al, 2016; Yao et al, 2018;
Gallagher et al., 2019; Cruz et al., 2021). Em trabalho publicado em 2018, os autores
identificaram a presenca de vermes adultos de Trichuris trichiura (dentre outros parasitos)
nestes primatas, na qual foi confirmada por caracterizagdo molecular (Cruz et al.,2021;
Gallagher et al., 2019). Este ¢ um topico de atengdo especial ja que, todo panorama
epidemioldgico pode ser alterado com a confirmacdo de que a tricuriase humana, também pode
ser uma zoonose, nos paises onde a sua prevaléncia € alta. Esses primatas podem estar atuando
como um reservatorio natural do 7. trichiura, ampliando a contaminagdo ambiental e

dificultando seu combate e controle.
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Ciclo biologico do Trichuris muris e sua relacio com a microbiota do hospedeiro

Em relagdo ao ciclo de vida, apos serem ingeridos, os ovos embrionados do Trichuris
muris passam pelo estobmago, sdo sensibilizados pela acidez estomacal, atingem o intestino
delgado, sofrem um processo de interagdo com a microbiota intestinal, que fragiliza os plugues
e viabiliza a eclosdo da larva L1, esse contato dos ovos com as bactérias da microbiota
hospedeira se mostra essencial para que o ciclo do parasito continue (Hayes et al., 2010). Em
experimentos com camundongos germ free foi mostrado que ndo ha o estabelecimento da
infeccdo (Hayes et al., 2010). Trabalhos mostram que grupos bacterianos especificos, como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dentre outras espécies, interagem com as regides dos
plugues dos ovos do parasito, para facilitar a degradacdo destes e viabilizar a eclosdo das larvas
(Robertson et al., 2023).

Ja no ileo, as larvas eclodem dos ovos, ap6s sensibilizac¢do, por volta de 90 minutos
(Klementowicz ef al., 2012) ap6s a ingestdo. Em seguida, as larvas L1 penetram na mucosa do
intestino grosso (Duque-Correa et al., 2022). Esta penetracdo ocorre pelas criptas de
Lieberkuhn, se estabelecendo no célon ou no ceco. Inserida no tecido as larvas crescem,
realizando a primeira muda para L2, (9-11 dias), em seguida L3 (17 dias) e L4 com 22 dias
apos a ingestdo do ovo. Depois de 32 dias, em média, elas fazem a ultima muda para a forma
adulta, finalizando a formac¢ao da banda bacilar, e iniciando o processo de producao libera¢ao
dos produtos de excregdo e secre¢do (ES). Ficam com a regido anterior (banda bacilar) fixada
na mucosa do intestino, enquanto sua parte posterior fica na luz intestinal, podendo assim
comegar o processo de reprodugdo apds o amadurecimento dos 6rgaos genitais (Klementowicz
et al., 2012). Tendo a copula, a fémea comeca a producdo de ovos, e estes serdo eliminados
ainda ndo embrionados nas fezes, recomecando o ciclo de vida do parasito, como podemos ver

na figura 5.
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Figura 5 - Ciclo biolodgico do Trichuris muris
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Legenda: Ciclo de vida do Trichuris muris (Klementowicz et al., 2012).

Na maioria dos casos, a infecg@o por esses helmintos € assintomatica, porém quando ha
manifestagdes, os principais sintomas sdo: nduseas, vomitos, diarreia e dores abdominais. A
tricuriase também esta relacionada com a doenca inflamatoria intestinal, ligada com diarréia
cronica, ma nutri¢ao, podendo resultar em anemia, restricdo no crescimento fisico e cognitivo
em criancas (Ministério da Satde, 2012). Em casos mais graves, a infec¢do pode causar a
sindrome de disenteria por Trichuris (Trichuris dysentery syndrome - TDS), levando a ma
nutri¢ao, diarreia com sangue e prolapso retal (Hayon et al., 2021). Muitos desses sintomas sao
causados devido as lesdes teciduais que o parasito promove ao penetrar € se€ movimentar na
mucosa intestinal.

Esse processo de ancoramento e deslocamento do parasito adulto vai gerar um intenso

infiltrado inflamatoério, inchago das camadas teciduais do intestino grosso, contribuindo para
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estes sintomas. Além disso, ao penetrar na mucosa, o nematoide vai formando tuneis sinciciais
epiteliais (Tilney et al., 2005; Lopes-Torres et al., 2013 e outros). Essas lesoes no epitélio em
associacao com a movimentagdo do parasito nestes tuneis, servem de porta de entrada para
bactérias presentes na microbiota intestinal do hospedeiro, ou seja, as bactérias presentes na luz
intestinal penetram em camadas mais profundas do intestino através das rupturas causadas pelo
parasito na mucosa. Este processo de translocag@o bacteriana foi inicialmente descrito em fase
cronica da infecgdo experimental em murinos (Schachter et al., 2020), com a identificagao de
bactérias invadindo a submucosa intestinal. Além disso, a presenca destes nematoides no
intestino de mamiferos promove alteragcdo da microbiota intestinal, causando disbiose (Holm et

al., 2015; Schachter et al., 2020).

Composiciao da microbiota intestinal do hospedeiro e alteracoes promovidas pela infec¢io

por helmintos

A microbiota ¢ de grande importancia para o metabolismo do hospedeiro, formada por
um conjunto de bactérias, virus, archaea e organismos eucariotos, que vivem de forma
harmoénica e simbidtica no organismo (Adak e Mojibur, 2018). As bactérias presentes no
intestino sdo bastante diversificadas, provenientes de um processo longo de sele¢do pelo
metabolismo do hospedeiro e coevolugdo. Fatores como crescimento bacteriano, nutrientes
disponiveis no meio ambiente, vdo influenciar e selecionar a composi¢do da microbiota
(Backhed et al., 2005).

A microbiota do sistema digestorio tem varias fungdes para o hospedeiro, como de
protecdo e atividades metabdlicas (digestdo, absorcdo, etc.). A diversidade da microbiota ¢
importante para que todas essas fungdes possam ser cumpridas e assim manter a homeostase do
organismo. Alguns filos bacterianos se destacam na microbiota intestinal, como Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia e Cyanobacteria,
sendo que Bacteroidetes e Firmicutes sdo os mais abundantes, podendo chegar até 90% da
populacdo geral (Adak e Mojibur 2018). Além da classificagdo taxondmica, hé a classificac¢ao
em diferentes enterotipos: Bacteroides (enterotipo 1 - Atividades sacaroliticas e proteoliticas),
Prevotella (enterotipo 2 - Degradagao de glicoproteinas de mucina) e Ruminococcus (enterotipo
3 - Atividades de degrada¢do de mucina e transporte de agucares através da membrana); porém
essa divisdo ainda € muito discutida, onde outros grupos sao propostos devido a grande variagao

dos individuos (Arumugam et al., 2011; Adak e Mojibur 2018).
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Ao longo do trato digestoério, ha pequenas diferencas em cada regido, sendo que a
diversidade e abundancia vai crescendo ao que se aproxima dos intestinos (Anwar, 2021). No
estdbmago sdo encontradas bactérias como Lactobacillus, Neisseria € Helicobacter pylori; e
algumas bactérias provenientes da boca também, como Clostridium, Veinonella e Lactobacillus
(Adak e Mojibur, 2018). Ja no intestino delgado, nas regides do duodeno e jejuno se encontram:
Lactobacilli, Streptococci, Actinobacteria e Enterococci. No ileo, ltima regido do intestino
delgado se encontra: Enterococci, Bacteroides, Lactobacillus, Clostridium e Corynebacterium
(Adak e Mojibur, 2018).

No intestino grosso, 6rgdo com a maior diversidade bacteriana do trato gastrointestinal,
os principais géneros encontrados sdo Bacteroides, Bifdobacterium, Streptococcus,
Enterobacteriaceae, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus, Ruminococcus, dentre outros;
podendo ser encontradas também algumas espécies patogénicas, como Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Escherichia coli e Bacteroides fragilis (Adak e Mojibur,
2018). Algumas dessas bactérias possuem importantes fungdes, como por exemplo as
Bacteroides, que estao associadas a metabolismo de polissacarideos complexos, proteinas e
lipideos (Zafar e Saier, 2021); Lactobacillus, que ajudam a formar uma barreira intestinal e
prote¢do (Tannock et al., 2005).

Por conta das especificidades destes microrganismos com seu hospedeiro ¢ adaptagio
ao tecido, metabolitos, dentre outros fatores; a composi¢ao da microbiota pode sofrer alteragdes
de acordo com a sua localiza¢cdo em um mesmo individuo, idade, sexo, condi¢ao de saude, estilo
de vida, dentre outros fatores. A dieta do individuo também vai influenciar fortemente na
composi¢do da sua microbiota, sendo sensiveis a quantidade e componentes desses alimentos
(Zmora et al., 2019). A dieta rica em carboidratos complexos vai resultar em aumento de
Ruminococcus, Bacteroides, Bifidobacteria, dentre outros; e vai diminuir bactérias como
Eubacterium. Ja a ingestdo de oligossacarideos também pode promover o aumento de
Bifidobacteria, porém ird promover a diminui¢do de Bacteroides (Bibbo et al., 2016). Outro
exemplo de como a dieta modula a composi¢do da microbiota ¢ a ingestao elevada de acidos
graxos. Por exemplo, o consumo de acidos graxos poli-insaturados pode reduzir a quantidade
de Lactobacillus na microbiota, o que interfere na capacidade dessas bactérias de aderirem a
mucosa intestinal. Esse efeito pode comprometer a integridade da barreira intestinal e,
consequentemente, a prote¢do do intestino. O consumo de &cidos graxos monoinsaturados
promove diminui¢ao de Bifidobacteria e aumento de Bacteroides (Bibbo et al., 2016). Um fator
interessante € a diversidade na composi¢ao da microbiota de acordo com onde o individuo vive,

Jj& que cada regido vai ter costumes alimenticios diferentes (Bibbo et al., 2016).
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A presenga de helmintos também serd um fator que influencia na composicdo da
microbiota, isso acontece devido a diversos fatores, como por exemplo os antigenos intrinsecos
do corpo destes parasitos, bem como seus metabolitos e, com destaque em seus produtos de ES
liberados no hospedeiro que possuem diversas proteinas com diferentes agdes descritas, dentre
elas atividade antimicrobiana (Abner et al., 2001; Ashour ¢ Othman 2020; Midha et al., 2018;
Beyhan e Yildiz 2023). Além disso, os parasitos e a microbiota podem competir pelos mesmos
nutrientes, além dos hébitos do hospedeiro também interferirem nessa relacdo (Ashour e
Othman, 2020). Existem varios estudos correlacionando infecgdes parasitarias e a microbiota;
um exemplo seria a infec¢do por Ascaris spp. que pode causar aumento em Faecalibacterium,
Ruminococcus, Firmicutes, Bacteroidetes e diminui¢do na Rhodococcus (Beyhan e Yildiz
2023).

Na presenga de espécies do género Trichuris, alguns autores mostraram que existe um
impacto na microbiota, alterando a sua composicao ao comparar com hospedeiros de mesma
idade e comportamento quando nao infectados. Holm et al., 2015, estudando modelo de
camundongos C57BL/6 machos infectados por uma baixa dose parasitaria de 20 ovos de T.
muris, observou a mudanga na composicdo da microbiota desses animais, e antes dos
experimentos comecarem, os camundongos foram separados para que sua microbiota nao
sofresse alteragdes e impactassem os resultados. Para analise dessas mudancas, foram utilizados
fezes e fragmentos dos cecos desses animais, e as bactérias foram identificadas por
sequenciamento genético por 16S rRNA. Foi observado que os animais infectados tiveram
aumento de bactérias do género Bifidobacterium no dia 13° de infeccao. Os filos Firmicutes,
Proteobacteria e Lactobacillaceae aumentaram, enquanto houve diminui¢cao de Bacteroidetes,
no periodo entre 0 27° e 35° dias de infecgdo, sendo as bactérias Lactobacillaceae foi que teve
a maior presenga dentre as amostras. Alguns outros grupos também sofreram alteragdes, como
na diminuicdo dos representantes dos géneros Allobaculum, Barnesiella e Parasutterella
diminuiram, e o aumento de espécies dos géneros Alistipes e Odoribacter. Todos esses dados
mostram que a tricuriase experimental causa um desbalango na microbiota do hospedeiro
murino, diminuindo a diversidade e aumentando a abundancia de determinados grupos (Holm

et al., 2015).
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Trichuris muris como modelo experimental

Atualmente existem cerca de 80 espécies de Trichuris reportadas (Mair et al., 2021),
sendo além do 7. trichiura (descrito por Owen, 1835) em humanos, outras espécies apresentam
importancia, como o Trichuris vulpis em canideos, Trichuris serrata em felinos, Trichuris ovis
parasito de ovinos e o Trichuris suis, com crescentes registros de impactos na producdo em
escala industrial de suinos (Cutillas et al., 2009; Traversa, 2011; Ketzis ef al., 2015).

A espécie mais usada como modelo experimental € o 7. muris, encontrado naturalmente
parasitando o intestino de camundongos (Mus musculus) (Forman, 2021). Esse modelo tem sido
usado para entender melhor o papel deste parasito, sua interagdo com o hospedeiro mamifero,
destacando os importantes avangos em relagao aos aspectos da resposta imune que promovem
resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo (Klementowicz et al., 2012). Trabalhos do nosso
grupo mostraram que a infec¢ao pelo 7. muris promove translocagdo bacteriana e alteracao da
microbiota intestinal de camundongos (Schachter et al., 2020). Estudos com este modelo de
infec¢ao experimental mostram que a susceptibilidade ou resisténcia da infeccao dependem do
background genético dos hospedeiros, tendo um importante papel dos macrofagos na
identificacdo do patdgeno intestinal e direcionamento para um perfil de resposta imune
majoritariamente Th1 ou Th2 (Else e Grencis, 1992).

Os modelos mais resistentes a infeccdo por helmintos apresentam uma resposta imune
do tipo Th2, caracteristica desse tipo de infec¢do. Nesse cenario, os linfocitos Th2 produzem
um perfil de citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-13, que promovem diversas respostas imunes:
producdo de anticorpos, como IgE; diferenciacio de macrdofagos alternativamente ativados
(M2); mobilizagao de eosinofilos; e aumento da peristalse intestinal. Essas a¢des contribuem
para a destrui¢do de larvas e helmintos adultos, além de promoverem a reparacdo de lesdes
teciduais. Esse perfil de resposta adaptativa aumenta a chance de expulsdo do parasito,
especialmente nos primeiros dias em casos de reinfecc¢ao, apds a ingestao de ovos.

Por outro lado, os hospedeiros mais suscetiveis apresentam uma resposta imune
predominantemente do tipo Thl, mais inflamatdria. Nesse perfil, os linfocitos Thl produzem
citocinas como IFN-y e IL-2, que direcionam uma resposta imune celular, ativando células
TCD8+ e macrofagos classicamente ativados (M1). Essa resposta, voltada principalmente para
o controle de parasitos intracelulares, favorece o desenvolvimento do helminto no intestino,
permitindo que ele se estabeleca nos tecidos e progrida para a fase cronica da infeccao (Yousefi

etal., 2021).
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Figura 6 - Resposta imune contra helmintos
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Legenda: Esquema ilustrando a resposta imune contra helmintos. A infec¢do por helmintos leva principalmente a
uma resposta do tipo Th2. Antigenos do parasito sdo reconhecidos por células dendriticas, que atuam
como células apresentadoras de antigenos (APCs) para células. A liberagdo de citocinas como IL-5, que
desencadeia a maior produgdo de eosindfilos e IL-4, IL-9, IL-13, além de IgE, que ajuda a ativar
basoéfilos e mastocitos, provocando a secre¢do de mediadores inflamatérios. IL-4 e IL-13 ajudam na
motilidade das células musculares lisas, estimulam a permeabilidade intestinal e elevam a secregdo de
muco pelas células caliciformes

Fonte: Adaptado de Montaner et al., 2014.

Outro fator que pode influenciar na expulsdo do parasito ¢ o sexo do hospedeiro,
trabalhos mostraram que hormonios sexuais podem afetar na resposta imune do hospedeiro,
influenciando a expulsao do helminto, apresentando maior resisténcia em hospedeiros do sexo
feminino (Brancoft ef al., 2000). A dose de ovos usada na infecgdo também pode afetar nesse
quadro, sendo que em hospedeiros de susceptibilidade varidvel, a baixa dose de infec¢ao
desencadeia uma resposta do tipo Thl, resultando no estabelecimento da fase cronica da
infec¢do. No caso da infeccdo em dose alta de ovos, esta vai desencadear uma resposta do tipo
Th2, gerando resisténcia com a consequente expulsao do parasito (Yousefi et al., 2021).

Além disso, existem alguns mecanismos relacionados a fisiologia de mucosa que
ajudam na expulsdo deste nematoide. Um deles € o furnover celular ou renovagao de células
epiteliais que vai dificultar o Trichuris a permanecer fixado na parede do intestino. Algumas
citocinas como IL-4, IL-9 e IL-13 também estdo relacionadas com o processo de expulsdo do
helminto, sendo a IL-9 responsavel pela contracdo muscular, que auxilia nesse quadro (Bancroft

et al, 2004). Ainda neste pardmetro de imunologia da mucosa, a producdo de mucinas,
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principalmente, Muc5ac, formam uma barreira que dificulta a permanéncia do parasito no

tecido (Hasnain et al., 2011).

Produtos de Excrecdo-Secrecdo (PES)

No processo de interagdo parasito-hospedeiro, a atividade dos produtos de excregao-
secre¢dao (PES) liberados pelos helmintos durante a infecg¢do, sempre foram alvos de estudos,
principalmente com o foco em atividades imunomoduladoras. Estes produtos sdo ricos em
proteinas ¢ microRNAs, no qual muitas proteinas possuem fungdes associadas ao equilibrio
parasitario, auxiliando no estabelecimento e manuten¢ao do parasitismo. Estudos relacionados
aos PES incluem andlises em nematodides, trematddeos e cestodeos. O potencial modulador
destes produtos no sistema imune do hospedeiro permite que estes helmintos, mesmo com uma
grande biomassa e alta antigenicidade, permanecam em seus sitios parasitarios no corpo de seus
hospedeiros, muitas vezes causando lesdes teciduais importantes (Harnett, 2014).

Os PES, além de promoverem imunomodulagdo, também sdo de extrema importancia
para outras fungodes vitais para os helmintos em diferentes fases do seu ciclo de vida. Um
exemplo referente aos helmintos dos géneros Ascaris, Taenia e Ancylostoma e Necator, &€ que
ao longo do seu ciclo, os produtos de ES apresentam um arranjo de proteinas, lipideos,
carboidratos e outros metabolitos que vao auxiliar no processo de penetragdo e migracao,
sobrevivéncia do parasito no ambiente externo, nutricdo e reprodugdo (Abuzeid et al., 2020;
Arora et al., 2023; Castafieda et al., 2024).

Como destacado anteriormente nematoides do género Trichuris, também se destacam
por terem seus produtos de ES como alvo de estudo para ampliar a compreensao da relagdo
parasito-hospedeiro. Diante disso, na mesma linha que os demais helmintos, a fungdo mais
conhecida e discutida também ¢ a associada a imunomodulagdo de seus hospedeiros. Este
processo ¢ extremamente importante para que o parasito consiga se estabelecer no tecido
intestinal do mamifero, principalmente nos primeiros dias de infec¢do, ainda em fase aguda, e
depois para manter-se inserido na mucosa, ja em fase cronica com a cépula dos adultos e a
eliminagdo de ovos nas fezes (Harnett, 2014). Outras proteinas também ja foram descritas com
fungdes especificas associadas a este processo de adaptacdo parasitdria, como por exemplo as
serina proteases que estdo associadas a degradagdo de mucinas do intestino (Hasnain ef al,

2012), a SCP domain-containing protein que tem sua a¢ao ligada a penetragdo nas camadas do
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intestino (Morante et al., 2017), dentre outras. Outro ponto que vai influenciar no quadro da
doenga ¢ que os PES, ndo sé auxiliam no estabelecimento desses nematdides no intestino do
hospedeiro, como também podem ajudar na translocacdo bacteriana, ja que a resposta imune
modulada, pode facilitar o processo de saida do lumen, invasao e colonizagdo do parénquima
tecidual das camadas mais profundas do intestino, como a mucosa e submucosa epitelial
(Schachter et al., 2020). Na figura 7, podemos ver um esquema onde mostra esses parasitos

fixados na parede intestinal liberando os PES, a imunomodulagao e a translocagao bacteriana.

Figura 7 - Esquema representando a atuagdo no Trichuris muris no intestino
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Legenda: Esquema representa um corte transversal do tecido intestinal. O limen se encontra na parte superior da
figura, onde estdo as bactérias da microbiota, representadas em verde e amarelo, e nematdides do género
Trichuris, indicados pelas setas. Os nematdides se encontram ancorados na mucosa intestinal. Estes irfo
produzir o PES, representado em azul, e assim vai fazer a imunomodulacdo do hospedeiro. Podemos
observar também a translocag@o bacteriana acontecendo, onde estas migram para dentro do tecido,
invadindo outras camadas, como a submucosa intestinal, indicado pelas setas e circulos vermelhos
(adaptado de Schachter et al., 2020).
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Alguns estudos apontam que os produtos de ES do Trichuris podem estar mais
diretamente associados a regido da banda bacilar desses helmintos. A banda bacilar ¢ composta
por aproximadamente 50 mil glandulas bacilares que se concentram exatamente na regido
anterior do nematoide que fica inserida na mucosa epitelial, em contato direto com as células
do tecido hospedeiro. Estas estruturas comecam a ser formadas no estddio L2, porém sé esta
completamente formada nos vermes adultos, apresentando as glandulas bacilares, inflagdes
cuticulares e esticocitos (Wright, 1975). Os esticocitos sdo células associadas ao
armazenamento e controle da liberacdo de proteinas pelas glandulas bacilares (Lillywhite, et
al., 1995).Além da secrecdo de produtos de excregdo e secre¢ao (Lopes-Torres ef al., 2020), as
glandulas bacilares estdo associadas a absor¢dao de nutrientes (Zd'arska e Nebesarova, 2000),
adesdo (Zaman, 1984), movimento do parasito (Wright, 1975), dentre outras; onde estd

esquematizado na figura 8.

Figura 8§ - Esquema representativo da banda bacilar de Trichuris muris

=i Secretion (present study)
== Absorption (Tilney et al., 2005; Hansen et al., 2016)

Legenda: Esquema do funcionamento da banda bacilar do Trichuris muris, mostrando os processos de secrecdo
(setas em azul) e absorcao (setas em vermelho).
Fonte: Adaptado de Lopes-Torres ef al., 2020


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zd%27%C3%A1rsk%C3%A1+Z&cauthor_id=10833015
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nebes%C3%A1rov%C3%A1+J&cauthor_id=10833015
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Os principais mecanismos de imunomodulacao dos PES envolvem a modulagdo da
expressdo de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares, como por exemplo: TLRs
(reconhecem padrdoes moleculares associados a patdégenos e danos celulares) CLRs
(reconhecem padroes relacionados a fungos), NLRs (reconhecem padrdes moleculares
associados a patogenos e danos celulares no citoplasma), dentre outros; nas células do sistema
imune, que sdo de extrema importancia para o reconhecimento de antigenos, ou dos PES que
podem agir como homologos de citocinas, ou seja, mimetizam essas moléculas, atrapalhando
no processo imunologico contra esses patogenos. Esses produtos também desempenham um
papel na regulacdo e polarizagdo das células imunes, contribuindo para o mascaramento da
resposta inflamatoria por meio da agdo de citocinas da via anti-inflamatoéria, como IL-10, IL-
35 e TGF-B (Darlan ef al.,, 2021).

Alguns autores fizeram a descri¢ao dos PES de 7. muris e T. trichiura, e notaram que o
peso molecular das proteinas pode variar de 43 a 110 kDa (Jenkins e Wakelin, 1977; Else ¢
Wakelin, 1989; Lillywhite et al., 1995). Nesses PES ha diversas proteases, como cisteina
proteases, que ajudam nos processos de nutrigdo e invasdo (Caffrey et al, 2018), serina
proteases (Hasnain et al., 2012), que ajudam na degradacdo de mucinas, importante para o
processo de estabelecimento no intestino (Hasnain et al., 2011), serpinas ou proteases inibidoras
de serinas (Molehin et al., 2012), dentre outras proteases. Possuem também diversas proteinas
Heat Shock, que sdo moléculas cujo papel principal ¢ facilitar o dobramento de proteinas sendo
um meio de lidar com fatores de estresse; porém alguns estudos ja mostram que as Heat Shock
também podem atuar como imunomoduladoras (Zininga et al., 2018). Diversos dominios de
proteinas sdo encontrados em diferentes espécies de helmintos, além de Trichuris, exemplos
sao: dominio WAP, conhecidas por suas propriedades antibacterianas (Amparyup et al., 2008)
e potencial para desenvolvimento de vacinas para helmintos (Wainwright e Shears, 2022), e
dominio SCP, desempenham papéis em processos de imunomodulacdo e penetracdo tecidual
(Morante et al., 2017).

A protedmica ¢ uma area da biologia que estuda o proteoma, ou seja, o conjunto de
proteinas expressas por células, tecidos ou organismos (Emidio et al., 2015). Para esses estudos
sdo usadas diversas ferramentas de bioinformatica para anélise do conjunto de proteinas.

O KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ¢ um banco de dados e um
recurso de bioinformatica que foi desenvolvido pelo Instituto de Pesquisa de Bioinformatica de
Kyoto. Este banco de dados ¢ amplamente utilizado para a andlise funcional e interpretagdo de
dados gendmicos e de protedmica, reunindo informagdes sobre genes, proteinas, vias

metabolicas e redes moleculares (Leroux et al., 2018; Cui, ef al., 2021; Wang et al., 2021;
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Zakeri et al., 2021). O banco de dados permite a visualizagdo e integragdo das vias bioquimicas
e de sinalizagdo, facilitando a compreensdo das intera¢cdes moleculares e dos processos
biologicos em diferentes organismos. Com base neste banco de dados os autores Leroux ef al.,
(2018), Wangchurk et al., (2019) e Wang et al., (2021), descreveram, em helmintos, fun¢des
como: Glicolise/gliconeogenénese, Vias do metabolismo do amido e da sacarose, vias do
metabolismo do carbono, metabolismo do piruvato, metabolismo de carboidratos, metabolismo
de aminoacidos e metabolismo energético, dentre outros.

Outra ferramenta de bioinformética conhecida é a base de dados STRING. E uma
plataforma onde podemos sinalizar as proteinas encontradas em nossos estudos para que
possamos entender como se d4 a interagdo proteina-proteina, formando graficos de rede
complexos que vao expor visualmente essas interacdes (Szklarczyk et al., 2020). Essa
ferramenta pode ter varias aplicacdes. Em 2021, Wang ef al. analisaram diferentes isolados de
larvas musculares de Trichinella pseudospiralis provenientes de diversos paises (Russia,
Estados Unidos e Australia). Utilizando redes proteicas, eles mapearam as proteinas
identificadas em cada isolado, facilitando a visualizagdo e comparacao das diferengas
especificas entre eles. Também em 2021, Cui et al. aplicaram essa abordagem em experimentos
envolvendo Taenia solium. O estudo focou na analise protedmica dos cistos de 7. solium do
parasito, com o objetivo de aprofundar a compreensdo sobre os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da cisticercose.

Alguns outros fatores sdo utilizados para analisar essas redes de interag¢do de proteinas.
O Betweenness, ¢ uma analise que vai medir o nimero total de caminhos ndo redundantes que
passam por um no, neste caso, por uma proteina. Ele avalia o qudo importante ¢ a proteina para
o fluxo de informagdes na rede, podendo atuar como intermedidria de interacdes entre outras
proteinas (Yu et al., 2007). A analise de gargalos ou bottlenecks na protedmica esta relacionada
a abundancia de proteinas obtidas por meio de anélise com espectrometria de massas (Yu et al.,
2007). Os gargalos em redes de proteinas representam pontos criticos (pontos centrais ou
essenciais) de interacdo que podem impactar nas vias associadas, limitando ou regulando a
atividade de outras proteinas. Em 2023, Sadjjadi et al. realizaram um estudo com Echinococcus
granulosus focado na andlise protedmica dos cistos desse parasito. O objetivo era identificar
biomarcadores relevantes da equinococose cistica. Para isso, utilizaram métricas de rede, como
bottleneck e betweenness, para avaliar as proteinas mais importantes, destacando aquelas com
maior potencial para serem usadas como biomarcadores

O peptideo sinal ¢ um termo genérico para sequéncias que determinam a via de secre¢do

e o local alvo onde as proteinas irdo interagir e exercer sua fungcdo (Hajar Owji et al., 2018).
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Sao curtas sequéncias de peptideos que ficam na regido N-terminal das proteinas (Ono ef al.,
2021). Identificar essas proteinas ¢ importante para entender como elas foram direcionadas para
seus locais de agdo, se por uma via convencional ou por mecanismos nao convencionais. Os
peptideos de sinal podem estar associados a vesiculas extracelulares, uma vez que proteinas
com esses peptideos t€m a capacidade de ser secretadas por essa via (Ono et al., 2021). Assim,
a identificagcdo de proteinas contendo peptideos de sinal pode indicar a presenca de vesiculas
extracelulares nos produtos de excrecao e secrecao. Em 2017, Tritten ef al., fez um estudo que
investigava o contetido protedomico das vesiculas de 7. muris, onde encontraram algumas

proteinas mais expressas, representadas na figura 9.

Figura 9 - Tabela com as proteinas encontradas em vesiculas extracelulares

Protein name UumF Blast2GO description UI'-IIqLIE to
accession this study
1 Poly-cysteine and histidine T. frichiura, Poly-cysteine and histidine tailed ot
tailed protein isoform 2 ADAO77Z5Q5 protein isoform 2 Y
. T. trichiura, "
2 | Actin AOAOTTZEST Actin-5¢ no
3 Glyceraldehyde 3 phosphate T. frichiura, Glyceraldehyde-3-phosphate o
dehydrogenase AQAQTTZHV3 dehydrogenase
. . T. trichiura, - .
4 | Dynein light chain ADAO7TZIN3 Dynein light chain no
Histone domain containing T. trichiura, . -
5 | protein ADAO77ZFVI REECSTE no
6 Uncharacterized protein KﬂilggiSMFDS Phosphoglycerate kinase no
- P T. suis, 1 S -
7 Uncharacterized protein ADAOB5MAME Galactoside-binding lectin no
Intermediate filament protein T. trichiura, .
8 (ifa) ADA077ZEU0 Intermediate filament protein ifa-1 no
) . T. suis, Phosphoenolpyruvate
9 Uncharacterized protein ADAOB5MIT4 carboxykinase no
T. trichiura,
10 | 14-3-3 protein ADAOTTYXIS 14-3-3 zeta no
11 | ATP synthase subunit beta :Ofgg;"?uzrgio ATP synthase beta subunit no
L . T. trichiura, Ubiquitin associated and sh3
12 | Ubiquitin associated and SH3 AQAOTTZFQ2 domain-containing protein b no
13 | Triosephosphate isomerase U i Triosephosphate isomerase no
ADAQ77ZC84
. T. trichiura, Hypothetical protein
14 | Uncharacterized protein ADAOT7ZFCH TTRE_0000739101 yes
15 Fructose bisphosphate T. trichiura, Fructose-bisphosphate aldolase =
aldolase class | AQAQTTZEYS class-i

Table 2. Fifteen most abundant T. muris proteins found in isolated vesicles/particles.
Proteins were mapped to Trichuridae; the UniProt accession number and the closest

Legenda: Tabela mostrando as 15 proteinas mais encontradas em vesiculas extracelulares
Fonte: Adaptado de Tritten ef al., 2017.

Com a crescente resisténcia do Trichuris aos farmacos comumente usados, torna-se
estratégico a busca de novas formas de tratar e evitar a infeccdo por essa parasitose
negligenciada que afeta milhdes de pessoas. Estudos mostram a possibilidade do
desenvolvimento de vacinas contra alguns parasitos. O desenvolvimento de vacinas contra esses
patdgenos ainda € dificil e lento. Isso ocorre devido a escassez de recursos financeiros e,
principalmente, a falta de interesse econdmico no desenvolvimento dessas vacinas. Entretanto,

apesar de escassas, algumas vacinas contra doengas causadas por parasitos estdo sendo
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desenvolvidas e outras ja existem, como a vacina para malaria, que ja estd sendo usada, e
esquistossomose, que estd em fase mais avangadas (Moorthy et al., 2004; Zalava e Fidel, 2022)
e para leishmaniose e doenca de Chagas na qual ainda estdo em fases iniciais (Luna, 2020).

Ainda ndo existe uma vacina para a tricuriase, mas alguns estudos estdo ocorrendo para
desenvolvimento desta (Wainwright e Shears 2022). Porém, estdo em estdgios muito iniciais,
j& que muitos empecilhos, como a falta de antigenos efetivos e a auséncia de um modelo animal
para 7. trichiura. Existem diferentes estudos com diferentes fatores do parasito como extratos
do parasito, microvesiculas, proteinas encontradas no produto de excrecdo e secre¢ao do
helminto, dentre outros (Hayon et al., 2021).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo caracterizamos o processo de
translocagdo bacteriana (Schachter et al., 2020). Diante disso, realizamos o controle de
microbiota intestinal com o tratamento de animais infectados em fase cronica com antibioticos.
Observamos que os camundongos infectados com o 7. muris e tratados com o antibidtico
piperacilina soédica + tazobactam sodico tiveram uma importante redug¢do do infiltrado
inflamatorio (Silva, 2019). Estes dados sugerem que as bactérias possuem um papel importante
no impacto inflamatorio da infec¢ao. Neste estudo, também foram analisados os parasitos para
verificar se o antibiotico impactou sua morfologia. No entanto, ndo foram observadas alteragdes

na estrutura desses helmintos nem na oviposi¢ao das fémeas (Silva, 2019).

Justificativa

Diante da intensa relacdo dos nematoides tricurideos com o tecido hospedeiro e a
microbiota, destaca-se a importancia de investigar a influéncia dos produtos de excregdo e
secrecdo (PES) na interagdo entre enterobactérias e células intestinais. Esses produtos
desempenham um papel essencial na sobrevivéncia do parasito, na regulacao da resposta imune
do hospedeiro e na modulagdo do ambiente intestinal, incluindo a composi¢do e funcdo da
microbiota. Esses produtos desempenham um papel fundamental na sobrevivéncia do
nematoide e na regulagdo da resposta do hospedeiro, podendo influenciar na composicao e
fun¢do da microbiota, além de afetar a integridade do tecido.

Estudos que usam PES em tratamentos de doengas autoimunes sdo chamados de
helmintoterapia. Ha estudos nesta linha com o uso dessas substancias como alternativa no

tratamento de doencas inflamatorias tais como a doenga de Crohn (Reddy e Fried, 2007) e
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alergias (Ebner et al., 2014). Os PES modulam a resposta imune do paciente para uma dire¢ao
anti-inflamatoéria, fazendo com que os sintomas dessas doencas fiquem mais amenos,
mostrando ser um importante potencial terapéutico de moléculas que estdo presentes nestes
produtos.

A caracterizagdo protedmica desses produtos na tricuriase experimental, especialmente
diante do uso de antibioticos para controlar a diversidade bacteriana da microbiota intestinal,
torna-se estratégica para ampliar a compreensao dos mecanismos de modulagao imunologica e
adaptacao do parasito ao ambiente intestinal. bem como servem de base para a elaboragao de
métodos inovadores de diagndstico, tratamentos e até o desenvolvimento de alvos para vacinas.

Compreender como a alteragdo da microbiota influencia o perfil proteico dos PES pode
revelar novas estratégias terapé€uticas e fornecer insights valiosos sobre a fisiopatologia das
parasitoses intestinais. Esse conhecimento € estratégico para o desenvolvimento de abordagens
antiparasitarias inovadoras e para o avango das praticas de saude publica, contribuindo para a
melhoria do controle dessas doengas negligenciadas que ainda afetam milhdes de pessoas em

todo o mundo.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Caracterizar a composicao proteica dos produtos de excrecao e secrecao (PES) de

nematoides Trichuris muris recuperados de infec¢do experimental em camundongos suicos

submetidos ou ndo ao tratamento com antibioticos, avaliando se a alteracdo da microbiota

intestinal influencia na composi¢ao proteica destes PES e na interagdo com enterobactérias em

co-cultivo com células intestinais.

1.2 Especificos

g)

Caracterizar por protedmica os PES liberados in vitro de T. muris isolados de
camundongos Swiss Webster submetidos ou ndo ao tratamento com piperacilina sédica
+ tazobactam;

Avaliar as predi¢des de vias de secrecdo, se as proteinas presentes nos PES de 7. muris
possuem peptideos sinal e se ja foram descritas em vesiculas extracelulares;

Analisar as fungdes das proteinas encontradas no produto de excregdo e secre¢ao do 7.
muris, principalmente imunoduladora, antimicrobiana e proteolitica;

Analisar a influéncia dos PES sobre o crescimento, dispersdo e formagao de colonias in
vitro de Escherichia coli 042, E. coli DH50 e Salmonella c20;

Analisar a influéncia dos PES na interacdo das bactérias Escherichia coli 042, E. coli
DH50 e Salmonella c20 em contato com a monocamada de células T84 e Caco-2;
Verificar se os produtos de excrecdo e secrecao de 7. muris interferem na formagao de
biofilme nas espécies Escherichia coli 042 (controle positivo para formagdo) e
Escherichia coli DH5a (controle negativo para formacao).

Analisar a sensibilidade do crescimento bacteriano das cepas de Staphylococcus aureus
ATCC25923 (gram +) e de Escherichia coli AB1157 (gram -) em interagdo com 0s
produtos de ES de 7. muris
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h) Avaliar o comportamento das bactérias S. aureus ATCC25923 (gram +) e de E. coli
AB1157 (gram -) por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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2 METODOLOGIA

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal,
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (Universidade do Estado do Rio de Janeiro

- UER]J), sob o protocolo de numero CEUA 020/2018.

2.1 Embrionamento dos ovos e infeccio experimental

As fémeas adultas de Trichuris muris foram recuperadas de intestino de camundongos
previamente infectados (35 dias ap6s infecg¢ao), logo apds foram incubadas em estufa em meio
de cultura RPMI por 24 horas, para que elas fizessem a postura dos ovos. Para realizar o
processo de embrionamento, os ovos recuperados foram incubados em estufa a 28°C com
atmosfera de 5% de CO, em 4gua estéril, por 30 dias. Apds esse periodo, a confirmacao do
embrionamento foi feita por microscopia de luz. Quarenta camundongos Swiss machos, com 4-
6 semanas, foram infectados com 150 ovos embrionados 7. muris em 100uL de agua estéril por

gavagem. Os camundongos do grupo controle receberam apenas agua estéril.

2.2 Imunomodula¢io dos animais

Como os camundongos Swiss ndo eram isogénicos (outbread), ap0Os sete, nove e onze
dias de infeccdo, os animais foram submetidos ao processo de imunomodulacio com
corticosterdides, para que a infec¢do conseguisse se estabelecer. (Hurst e Else, 2013)
Utilizamos 50ul de dipropionato de betametasona (5 mg/mL) e fosfato dissddico de

betametasona (2 mg/mL) - Dispropan por via intramuscular.
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2.3 Exame parasitologico de fezes

Depois de 35 dias, a infecgdo ja se encontra em fase cronica, € nessa fase foi realizado
0 exame parasitologico de fezes para confirmar o estabelecimento da infeccdo. Amostras de
fezes frescas dos camundongos foram colhidas e analisadas pela técnica adaptada de Hoffman
Pons e Janer ou Lutz. Os pellets de fezes frescas (em média 3 pellets) foram homogeneizados
no fundo de um tubo com agua destilada, em seguida deixados em repouso para sedimentagao
dos ovos do parasito; com ajuda de uma pipeta Pasteur, gotas do sedimento foram colhidas, e
colocadas em laminas, coberta por laminulas, e por fim, os avos foram observados em

microscopio de luz usando objetiva de 10X e 40X.

2.4 Tratamento dos camundongos com antibidtico

Ap6s a confirmacdo da infeccdo, parte dos animais (16 camundongos) foi submetida a
tratamento com o antimicrobiano piperacilina sddica + tazobactam soédico na concentragao de
8 mg/ml (Eurofarma). Foram divididos em dois grupos, ndo tratado com o antibiotico (NTD),
e tratado com o antibidtico (TD). O tratamento com o antibidtico era realizado por via
subcutanea, e nos nao tratados, injetado apenas cloreto de s6dio 0,9% estéril (14 camundongos),
uma vez ao dia por oito dias. Depois desse periodo, os animais foram eutanasiados em camara
de CO2, o ceco foi extraido, e com ajuda de pincéis, os parasitos foram recuperados. Em seguida
os vermes foram lavados em PBS estéril, separados e colocados em meio de cultura RPMI com
antifingico (100 pg/ml estreptomicina) e antibiotico (100 U/ml de penicilina) por 2 horas a

37°C/ 5% COo, para eliminar microrganismos contaminantes.

2.5 Extrac¢do do Produto de Excrecio e Secreciao (PES) e preparacio do material somatico

para analise protedmica

Em seguida, os parasitos adultos recuperados do intestino dos animais foram lavados

em PBS estéril novamente e colocados em meio de cultura RPMI (sem antibidtico e
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antifingico) e incubados por 24 horas a 37°C/5% COa», para que os parasitos pudessem produzir
o PES e as fémeas fizessem a postura dos ovos. Apos esse periodo, os nematdides foram
retirados, colocados em tubos conicos de centrifugacao do tipo eppendorf e congelados a -80
°C para posteriormente serem utilizados para analise. Quanto ao material somatico (amostra de
todo o parasito) que foi congelado em nitrogénio liquido em seguida, macerado. O meio em
que os helmintos se encontravam foram recuperados com ajuda de pipetas e colocados em tubos
de 1,5ml e centrifugados por 5 minutos a 2500 rpm. Apds esse processo, sobrenadante contendo

o PES foi recolhido, acondicionados em tubos e congelados a -80 °C para as proximas analises

2.6 Preparo de amostras para a espectrometria de massas (MS/MS)

As amostras de PES (provenientes de um “pool” de parasitos) e conteudo somatico
foram lavadas com tampao Tris-HCI (pH 8.5) para remog¢ao de residuos do meio de cultura.
Posteriormente, foi realizada a suspensdo desse conteudo no reagente RapiGest SF Surfactant
(Waters) 0,1% para desnaturacdo das proteinas. Na etapa posterior, as amostras foram sonicadas
para a lise celular (realizada em banhos de gelo), em que foram realizados 5 pulsos de amplitude
de 30%, com 30 segundos cada pulso, tendo um intervalo de 2 minutos entre cada. Depois desse
processo, as amostras foram centrifugadas (15.000 x g por 30 min, a 4°C), para separar as partes
soluveis e insoliiveis. A concentragdo total de proteinas nas amostras foi determinada utilizando
o kit micro BCA seguindo as instrucdes do fabricante. Depois foi analisado o perfil
eletroforético, por eletroforese, com gel de poliacrilamida (12%) na presenga de SDS (SDS-
PAGE. A digestao proteolitica das amostras foi realizada em solugdo de acordo com o protocolo
do RapiGest SF Surfactant com as seguintes adaptagdes: foi utilizada a enzima tripsina (Trypsin
Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega) em uma razdo de 1 pg da enzima para cada 100 pg
de proteina. Depois de um primeiro periodo de digestdo proteolitica de 4 h a 37 °C, uma nova
aliquota de tripsina (1 pg da enzima para cada 100 pg de proteina na amostra) foi adicionada e
as amostras foram entdo incubadas por 16-20 h a 37 °C. Por fim, o RapiGest SF Surfactant foi
removido com 0,5% de acido trifluoroacético (TFA).

Para o proximo passo, foi feita a dessalinizagcdo das amostras. Os peptideos gerados nas
etapas anteriores, foram dessalinizadas colunas de OASIS HLB Cartridge (Waters). As colunas
condicionadas com 2 mL de acetonitrila (ACN) 100% e equilibradas com 2 mL de TFA 0,1%.

Apos estas serem condicionadas e equilibradas, as amostras foram carregadas e uma aliquota



43

adicional de 2 mL de TFA 0,1% foi adicionada para remogao dos sais da das amostras. Depois,
esses peptideos foram eluidos da coluna em 300 pL de uma solugdo de 50% ACN e 0,1% TFA.

Apos a dessalinizagdo, os peptideos foram liofilizados a vacuo e reconstituidos em
fosfato monopotassico 5 mM (pH 3.0)/ 25% ACN (tampao de equilibrio) para que pudesse ser
realizada a proxima etapa.

As amostras foram levadas ao CDC (Centros de Controle e Prevencao de Doengas) para
serem analisadas pelo espectrometro de massas, em colaboragdo com o professor Henrique
Bunselmeyer do laboratorio CBiot - Centro de Biotecnologia da UFRGS. As proteinas foram
identificadas por espectrometria de massas em tandem (MS/MS). A andlise por espectrometria
de massas foi feita em fragdes das colunas de SCX que foram reconstituidas em acido formico
(AF) 0,1% (Thermo Scientific, Rockford, IL) em &4gua ultrapura. Depois disso, foram
carregadas o sistema NanoLC PROXEON EASY-nLC II (Thermo Scientific), que fica
acoplado no espectrofotdometro de massas LTQ Orbitrap Velos ETD (Thermo Scientific).
Foram usados dois solventes, o primeiro sendo o acido férmico 0,1% em éagua ultrapura, e o
segundo o acido formico 0,1% em acetonitrila. O gradiente de 5% do segundo solvente por 25
minutos, que depois foi aumentado para 35% por 25 minutos, depois para 95% por 5 minutos,
para depois retornar a 5% e serem reequilibrados por mais 20 minutos.

Os peptideos entdo foram analisados pelo espectrometro de massas a uma voltagem de
2.0 kV na coluna nano-LC, onde cada amostra foi analisada quatro vezes. O aparelho foi
programado para aquisicdo dependente de dados por escaneamento da faixa de massas de
relacdo massa/carga (m/z) de 400 a 1.600 em uma resolucdo nominal configurada de 60.000
para aquisi¢ao do ion parental no Orbitrap. Para a analise de MS/MS, os 15 ions mais intensos
com duas ou mais cargas foram isolados e fragmentados em uma segunda rodada de

espectrometria de massas.

2.7 Analise in silico de dados de MS para identificacio e quantificacio relativa de

proteinas

Os dados brutos foram processados no software MSConvert para gerar os arquivos
mgf’s que sdo necessarios para a analise seguinte no Mascot Server onde foi feita a interpretacao

dos dados gerados por MS/MS.
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A andlise foi realizada contra o banco de dados local contendo as sequéncias de
aminoacidos deduzidas para o genoma de 7. muris (versdao WS271) que nos permitiu identificar
o repertdrio de proteinas detectadas em cada amostra. Os seguintes parametros foram utilizados
para a identificagdo das proteinas: foi aceita 1 perda de clivagem pela tripsina;
carbamidometilagdo da cisteina foi selecionada como modificagdo fixa e como modificagao
varidvel foi selecionada a oxida¢do da metionina; tolerancia de 10 ppm para o ion precursor e
1 Da para os fragmentos de ions. A validagao e quantificagdo das proteinas identificadas no
Mascot Server, bem como o calculo do fator normalizado de abundancia de espectros (NSAF)
foram realizados no software Scaffold (Proteome Software Inc., version 5). A identificagao de
um peptideo e a identificacdo de uma proteina foi aceita se tivessem 95% ou 99% de
probabilidade, respectivamente, conforme estabelecido pelos algoritmos Peptide Prophet e
Protein Prophet e conter pelo menos 2 peptideos detectados. As diferengas quantitativas entre
as diferentes amostras foram analisadas por meio de um teste de anélise de varidncia (ANOVA)
com o método de Benjamini & Hochberg para correcdo dos falsos positivos (FDR). P <0.05,
FDR <0.05 foram considerados estatisticamente significativos, esta andlise foi executada no
software Perseus (MaxQuant, version 1.6.15.0). A representacdo grafica das proteinas
diferencialmente detectadas foi feita através de um heat map também executado no programa
R, a distribui¢do das proteinas foi feita por meio de um volcano plot que foi feito no software
Scaffold (Proteome Software Inc., version 5).

A anélise de enriquecimento funcional foi realizada na ferramenta também disponivel
no software Scaffold (Proteome Software Inc., version 5). Os arquivos relacionados aos dados
de anotagdo dos produtos preditos no genoma de 7. muris foram cedidos por WormBase
ParaSite, enquanto os arquivos referentes a dados de ontologia foram recuperados do
WormBase ParaSite também. O enriquecimento funcional foi realizado por um teste de
distribuicdo hipergeométrica com o teste de Benjamini & Hochberg para correcdo dos falsos
positivos (FDR). P <0.05, FDR <0.05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
termos GO’s enriquecidos foram sumarizados com a plataforma REVIGO por intermédio da
similaridade semantica calculada através do SimRel (similaridade = 0.7), os resultados foram
graficamente representados utilizando o ambiente R.

A predicdo in silico de secrecao/excre¢ao depende de peptideo sinal para as proteinas
detectadas foi realizada com as ferramentas SignalP 4.1 e Phobius. A predi¢do para
secrecao/excrecdo independe de peptideo sinal foi realizada na ferramenta SecretomeP 2.0. Por

ultimo, as proteinas para as quais ndo foram possiveis predizer a forma de secregao/excrecao
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foram analisadas com a ferramenta WoLF PSORT, em busca de possiveis sinais de localizagao
subcelular.

A andlise de KEGG foi feita para analisar as principais vias metabdlicas presentes em
cada um dos grupos de PES (NTD e TD). A ontologia genética foi feita com informacdes
derivadas da plataforma WormBase, para realizar a anotacdo funcional das proteinas presentes
nos grupos PES NTD e PES TD.

As redes de interagcdo proteina-proteina foram construidas com auxilio do programa
StringDB, na qual fizemos upload das proteinas encontradas nos grupos NTD e PES TD no
formato FASTA. A clusterizagao foi feita na nesta plataforma, por meio do calculo de k-means.
Em seguida, os dados que este banco de dados forneceu, levamos para o aplicativo Cytohubba,
dentro da plataforma Cytoscape, na qual analisamos as redes com grau de importancia,
betweenness (indica proteinas que agem como intermediarias com outras) e bottleneck (indica

pontos criticos na rede).

2.8 Caracterizacio das proteinas do PES

Ap0s caracterizacdo das proteinas dos PES isolados do Trichuris muris, usamos o banco
de dados da plataforma Worm Base. A identificagdo e quantificagdo das proteinas encontradas
no PES foi realizada e em seguida foi feita a anotag@o funcional para cada uma delas, na qual
atribuimos e relacionamos a uma fun¢do, com a ajuda do BIOMART, também da plataforma
Worm Base.

Para o estudo das proteinas identificadas entre os grupos tratado (TD) e nido tratado
(NTD) com a antibioticoterapia, elas foram organizadas em planilhas do Excel com as
informacdes obtidas no BIOMART. As proteinas exclusivas de cada grupo foram separadas,
em tabelas, e as em comum, foram colocadas em outra planilha. E em seguida, pesquisas sobre
cada proteina exclusiva de cada grupo foram feitas, analisando artigos onde elas eram citadas,
para entender a funcdo de cada uma delas, além do uso da plataforma UniProt para entender

melhor essas proteinas, onde colocamos os codigos de cada uma para obter esses dados.
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2.9 Dosagem de proteinas do produto de excre¢io e secrecio do Trichuris muris

Uma aliquota do PES foi colocada em um eppendorf de 500uL para a dosagem de
proteinas. Primeiramente foi preparado uma solugdo contendo 1,2 mL de tartarato de Na e K,
1,2 mL de sulfato de cobre e 21,6 mL de solugdo alcalina (20g Na2CO3 + 100 mL. NaOH).
Posteriormente, 1 mL foi colocada em tubos de vidro e foram adicionadas diferentes
quantidades de albumina para criar a curva padrao tendo tubo branco padrao (sendo o controle),
e diferentes concentragdes de proteina. Depois foi preparado o reagente de Folin (responsavel
por reagir com o sulfato de cobre e as proteinas presentes para formar um composto estavel e
com colorac¢do), onde foi diluido 3x em 4gua deionizada. Em seguida, foi feita a adi¢do desta
substancia nos tubos de vidro, e deixamos 30 minutos reagindo. Em uma placa de 96 pogos, foi
adicionado 300uL/pogo de cada amostra em duplicatas. E por fim, a leitura foi realizada no

espectrofotometro de placa a 660nm.

2.10 Teste de sensibilidade bacteriana ao PES (Antibiograma)

Primeiramente, as bactérias E. coli e S. aureus foram recuperadas do congelamento, e
colocadas para crescer no meio LB por 24h a 37° C. Depois de crescerem, foi passado 1 ml do
meio LB com as bactérias para um tubo (eppendorf) de 1,5 mL, em seguida centrifugado por 3
minutos a 14000 rpm. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado, deixando um pellet com
as bactérias. O sedimento foi ressuspendido em 1ml de PBS neste mesmo tubo.

Em outros trés tubos de ensaio de vidro com 3ml de PBS cada, adicionamos, 50ul da
suspensao das bactérias, sendo um para Staphylococcus aureus ATCC25923 (gram +) e de
Escherichia coli AB1157 (gram -). No terceiro tubo, mantivemos apenas PBS para usarmos
como controle/branco. Estes trés tubos foram usados no espectrofotdometro para que
pudéssemos medir a concentragdo de bactérias por absorbancia (0,14 ¢ 0,15 nm em um filtro
de 680nm). A medida que a leitura era realizada, a concentragio foi ajustada adicionando mais
contetido das bactérias ou do PBS até chegar na concentragao indicada pelo CLSI e EUCAST.

Depois, coletamos 100ul de cada tubo, semeamos por todo o meio Muller-Hinton em
duas placas de Petri com ajuda de swabs, uma para S. aureus e a outra para E. coli. Adicionamos

os discos de papel filtro onde adicionamos, em duplicata, 40ul de PBS (controle negativo),
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antibiotico Gentamicina 10mg/ml (controle positivo) e do PES (concentragdo por volta de
lug/ul). As placas de Petri foram mantidas em estufa a 37° C e analisadas apds 24h. Depois

disso, os tamanhos dos halos presentes foram medidos.

2.11 Co-cultivo células T-84 e bactérias em contato com PES

O PES foi adicionado em diferentes concentragdes (5, 10, 50 pg/ml) em meio DMEM
contendo o soro fetal bovino a 2% e manose 1 %. Para efetuar o enriquecimento das bactérias
(Escherichia coli das cepas 042 e DHS5 (1, e Salmonella c20), foram cultivadas em meio liquido
LB, depois de recuperar do congelamento, por 24 horas em estufa 37°C. Para cada espécie de
bactéria, ImL de meio LB foi transferido para um microtubo, centrifugado por 5 minutos a
2500 rpm. O sobrenadante foi desprezado, e o sedimento contendo as bactérias foi resuspendido
em 100pL de PBS estéril e transferidos para dois tubos de vidro (15 mL), adicionando 3 ml de
PBS em cada.

O equivalente a 50ul da suspensdo de bactérias (um tubo por bactéria) foi usado para
aferir a concentracdo. No tubo com PBS usamos como controle/branco. As leituras foram
realizadas no espectrofotdometro (WPA colourwave CO7500 colorimeter) para medir as
concentragdes (0,14 a 0,15 nm) usando filtro de 680nm. Ao chegar na concentragdo indicada
para experimento.

As células T84 (proveniente de carcinoma de colon humano) e Caco-2 (provenientes de
adenocarcinoma humano), mantidas em cultura foram lavadas duas lavagens com PBS estéril,
e e foram adicionadas a meio DMEM contendo PES em diferentes concentragdes em duplicata
(em placas de 24 pogos contendo 1ml em cada. As culturas foram mantidas por 3 horas na
temperatura de 37°C. Depois o meio foi removido com ajuda da pipeta e as amostras foram
submetidas ao processamento para, as metodologias para as microscopias de luz e eletronica de

varredura.
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2.12 Processamento para Microscopia de Luz

Foi retirado o meio em que as células T84 e Caco-2 se encontravam, fizemos a lavagem
com PBS estéril duas vezes e depois, cuidadosamente, retiramos as laminulas da placa de 24
pocos, e fizemos o processamento e coramos com o pandtipo, e deixamos para secar em
temperatura ambiente. No dia seguinte, fizemos a selagem das laminas e por fim analisamos no

microscopio.

2.13 Processamento para Microscopia Eletronica de Varredura

Para o processamento de MEV, as laminulas, contendo a monocamada de células, foram
recuperadas das placas de 24 pogos e foram fixadas em Karnovsky (1 x 10 mL de Glutaraldeido
50%/ 2 x 10 mL de Formaldeido 16%/ 1 x 50 mL de Tampao Fosfato 0,2M) por um periodo
minimo de 24 horas. Apés fixadas, as laminulas passaram pela pos-fixagcdo com tetroxido de
6smio por 40 minutos, lavadas trés vezes com agua destilada e em seguida foram desidratadas
em uma série de etandis (15 minutos cada), terminando no etanol absoluto. Em seguida
passaram pelo ponto critico, foram montadas em suportes metélicos e por fim, metalizadas em

ouro, e assim analisamos no Microscopio Eletronico de Varredura, Thermo Fisher Quattro S.

2.14 Contagem de bactérias

Imagens capturadas com o sistema digital Olympus SC100, acoplado ao microscopio
Olympus BX-53 foram analisadas em 5 éreas totais aleatdrias de 2 laminas de cada grupo, as
imagens foram padronizadas usando a objetiva de 100x e escala de 20um. Para a contagem de
bactérias utilizamos o programa ImageJ, onde fizemos o upload de cada imagem e utilizamos
o contador do programa; onde se encontravam bactérias, marcagdes e a contagens foram feitas
manualmente. Depois, colocamos todos esses dados em planilhas no Excel para o calculo das

médias. Abaixo, na figura 10, se encontra um exemplo de como foi feita a contagem.
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Figura 10 - Imagem de Microscopia de luz mostrando a monocamada de T84 com bactérias E.

coli 042 contadas através do programa ImageJ

Legenda: Imagem demonstrativa da contagem de bactérias (amarelo) no co-cultivo e as setas pretas indicam
algumas células T84 — aumento de 100x.

2.15 Analises estatisticas

Foram utilizados o teste de U (Mann Whitney) para comparar os grupos PES NTD e
PES TD de modo geral para a protedmica. E o teste T para comparar cada proteina encontrada
em ambos os grupos (PES NTD e PES TD) quando o teste de normalidade deu positivo, e
quando negativo fizemos o teste Wilcoxon. Para a contagem de bactérias fizemos o teste
ANOVA para analisar se existia diferenca entre as condi¢des (controle, PES 05, 10 e 50 pg/ml),

e depois o pos-hoc/teste de Tukey para comparar os grupos em pares.
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3 RESULTADOS

3.1 Identificacdo, quantificacio relativa e analise de proteinas do produto de excrecao e

secrecio de Trichuris muris

Para explorar os dados da andlise protedmica em nossos resultados estes foram
organizados em quatro grupos distintos de acordo com a origem da amostra, sendo de produtos
de excregdo-secrecdo (PES) e material somatico (SOM), provenientes de animais tratados com
antibioticos (TD) ou nao (NTD). Estes grupos foram identificados da seguinte forma: (i)
Produto de ES proveniente de animais ndo tratados (PES NTD), (ii) produto de ES provenientes
de animais tratados (PES TD), (iii) contetdo somatico de nematoides ndo tratado (SOM NTD)
e (iv) contetido somatico de nematoides tratados (SOM TD). As proteinas identificadas nos
grupos de contetido somatico foram utilizados como controle para comparacao das proteinas
descritas no produto de ES. No total, foram identificadas 371 proteinas entre todos os grupos
analisados, sendo que 188 dessas proteinas estavam presentes no produto de ES (PES) e 301
proteinas encontradas no grupo do conteudo somatico (SOM) (Grafico 1). Esses dados
fornecem uma base robusta para a analise comparativa das proteinas secretadas em resposta aos

tratamentos.

Grafico 1 - Diagrama de Venn mostrando as proteinas encontradas e cada grupo, incluindo
produtos de excrecao-secrecao e somatico
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Legenda: Diagrama de Venn representando as proteinas identificadas nos grupos dos produtos de excregdo e
secre¢do (PES) e conteudo somatico (SOM) de Trichuris muris isolados de camundongos tratados ou
nao com antibioticos. O grupo PES de camundongos tratados (PES TD) esta em verde, o grupo PES de
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camundongos ndo tratados (PES NTD) em azul, o conteudo somatico dos grupos tratados (SOM TD)
em laranja, e o conteudo somatico dos camundongos nao tratados (SOM NTD) em amarelo.

Com base no diagrama de Venn (Grafico 1), podemos destacar a distribui¢do das
proteinas presentes nos PES e no SOM dos parasitos recuperados de camundongos tratados e
nao tratados com antibidtico. Ao comparar os grupos tratados e nao tratados, observa-se uma
variacdo no quantitativo de proteinas exclusivas e compartilhadas, evidenciando as diferengas
na expressdo proteica em resposta ao tratamento. Nos PES, foram 32 proteinas com maior
abundancia experimental nos parasitos dos camundongos tratados (PES TD) e apenas 1 proteina
com maior abundancia experimental nos parasitos nio tratados (PES NTD). J4 no conteudo
somatico, no grupo tratado SOM TD foram identificadas 25 proteinas com maior abundancia,
enquanto no SOM NTD foram identificadas 64 proteinas.

Entre os grupos PES TD e PES NTD, foram encontradas 45 proteinas em comum,
enquanto entre SOM TD e SOM NTD sdo compartilhadas 102 proteinas. Em comparagdes
cruzadas, 3 proteinas foram comuns entre PES TD e SOM TD, e apenas 2 proteinas foram
comuns entre PES NTD e SOM NTD. Além disso, entre PES TD ¢ SOM NTD foram
encontradas 8 proteinas em comum, enquanto ndo houve proteinas compartilhadas entre PES
NTD e SOM NTD.

Nas intersec¢des multiplas, 2 proteinas foram comuns entre PES TD, PES NTD e SOM
TD, enquanto 7 proteinas foram compartilhadas entre PES TD, PES NTD e SOM NTD. Entre
os grupos PES NTD, SOM TD e SOM NTD foram encontradas 3 proteinas, enquanto 22
proteinas foram compartilhadas entre PES TD, SOM TD e SOM NTD. Por fim, 63 proteinas
foram encontradas integrando todos os quatro grupos analisados. Esses resultados indicam que
o tratamento com antibidtico influenciou na abundancia experimental proteica dos parasitos,
promovendo alteragdes nas proteinas exclusivas e compartilhadas entre os grupos.

Na distribuicdo das proteinas identificadas nos PES dos parasitos provenientes de
camundongos tratados com antibiotico (PES TD) e ndo tratados (PES NTD), podemos destacar
a identificacdo de 65 proteinas com abundancia experimental do grupo tratado, enquanto no
PES NTD, foram identificadas apenas 6 proteinas com abundancia, indicando uma alteragao
fisiologica do tratamento nos nematoides. Por fim, foram identificadas 117 proteinas com
abundancia comum entre os grupos, o que pode indicar proteinas essenciais ou estruturais que

sdo conservadas independentemente do tratamento (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Diagrama de Venn mostrando as proteinas encontradas nos grupos tratados (TD) e

nao tratados (NTD) de PES

65 117 6

Legenda: Diagrama de Venn mostrando a distribuigdo de proteinas identificadas nos produtos de excregdo e
secregdo (PES) de parasitos dos camundongos tratados (PES TD) a esquerda, em azul e ndo tratados
com antibidtico (PES NTD) a direita, em amarelo. No centro as proteinas compartilhadas sdo
representadas pela intersec¢do em verde.

As proteinas exclusivas do grupo PES NTD incluem Galectina, Fibrinogen C-terminal
domain-containing protein, Phospholipase A (2), Glucose-6-phosphate isomerase, Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase ¢ Gamma-cystathionase. Por sua vez, no grupo PES TD, algumas das
proteinas especificas incluem FAD binding 2 domain-containing protein, FABP domain-
containing protein e Elongation factor 1-alpha, refor¢ando as diferengas entre os grupos tratados
e ndo tratados.

Para melhor andlise das proteinas comuns entre os grupos PES NTD e PES TD, fizemos
um heatmap para auxiliar na visualizagdo das proteinas presentes em cada grupo que possuem

maior ou menor expressdo em cada condigdo experimental do tratamento com o antibidtico
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Grafico 3 - Heatmap mostrando a comparac¢do de abundancia experimental proteica entre os

grupos tratados (TD) e ndo tratados (NTD)
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Legenda: Trecho do Heatmap (mapa de calor) das proteinas compartilhadas entre os grupos PES NTD e PES TD.
Cada coluna representa uma das diferentes réplicas biologicas dos diferentes grupos, onde Tm.NTDRI1-
4 sdo do PESNTD e Tm.TDR1-4 sdo do grupo PES TD. Cada linha representa uma proteina diferente
entre as amostras, com os seus diferentes niveis de abundéancia experimental, onde o amarelo representa
as proteinas com maior nivel de abundancia e as em azul com menor nivel de abundancia.

Apos andlise detalhada do heatmap (gréafico 3), observamos que algumas proteinas se
destacam nos grupos dos produtos de excrecao e/ou secre¢do dos parasitos recuperados de
camundongos tratados (PES TD) e nao tratados (PES NTD). As proteinas com o dominio WAP
foram identificadas em ambos os grupos. No entanto, essas proteinas estdo em maior

concentracdo no grupo PES TD. Esse padrao sugere que o tratamento com antibidtico no
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hospedeiro pode induzir uma resposta adaptativa nos parasitos, resultando em maior abundancia
experimental dessas proteinas.

Além das proteinas com dominio WAP, proteinas com dominio SCP também foram
encontradas em ambos os grupos, com maior concentragdo no PES TD. Das 117 proteinas
comuns entre PES TD e PES NTD, a maioria (79 proteinas) estd mais abundante no grupo PES
TD, enquanto 38 proteinas apresentam maior abundancia no PES NTD.

Comparando as abundancias das proteinas comuns nos dois grupos, os resultados
indicam que o tratamento com antibidtico interfere significativamente na abundancia relativa
proteica dos parasitos (p<0,001). Esse efeito ¢ ainda mais evidente ao observarmos a
distribuicdo geral das abundancias: no grupo PES TD, uma propor¢do maior das proteinas
comuns apresenta abundancias elevadas, o que sugere uma possivel resposta adaptativa para
enfrentar as condigdes impostas pelo tratamento no hospedeiro.

Em analises estatisticas mais detalhadas de cada proteina individualmente nos grupos
PES, apenas uma proteina (Peptidase S1 domain-containing protein) apresentou diferenca
significativa entre os grupos. No entanto, em testes de comprovacao, essa significdncia ndo foi
mantida, indicando que, embora a tendéncia geral seja de maior abundancia no grupo tratado,
nao houve diferenga estatistica ao avaliar proteinas especificas individualmente.

Para aprofundar a compreensao das fungdes biologicas e vias de sinalizacdo associadas
a essas proteinas, utilizamos a analise de enriquecimento de vias metabolicas do KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). Os resultados mostraram que, no grupo PES NTD, as
principais vias e fungdes expressas incluem o metabolismo de amido e sacarose, metabolismo
do piruvato, processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico, via da pentose fosfato,
glicolise/gliconeogénese, metabolismo da manose e frutose, metabolismo de metionina e
cisteina, metabolismo do carbono, biossintese de aminoacidos ¢ metabolismo de actcares de
amino e nucleotideos (Grafico 4).

Com o uso da anélise de enriquecimento das vias KEGG, focamos na identificacdo e
mapeamento das fungdes bioldgicas das proteinas, tomando como base associagdes com vias
de sinalizagdo e processos metabdlicos. Avaliamos como o tratamento do hospedeiro com
antibioticos pode ter influenciado nas respostas moleculares e de vias bioquimicas do 7. muris.
Avaliamos a expressdo de proteinas com processos metabdlicos especificos, como o
metabolismo de carboidratos, sintese de aminoacidos e outras func¢oes celulares essenciais, com
0 objetivo de verificar possiveis interferéncias de mecanismos moleculares associados ao

desenvolvimento do parasitismo.
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Grafico 4 - Grafico mostrando enriquecimento de vias metabolicas KEGG das proteinas
identificadas no grupo nao tratado (NTD) de PES
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Legenda: As proteinas identificadas no grupo controle foram mapeadas para as vias metabolicas do KEGG. O
tamanho dos pontos representa a "for¢a” de associag¢@o para cada via enriquecida, enquanto a cor indica
o valor de FDR (False Discovery Rate). Vias com FDR < 0,05 foram consideradas significativamente
enriquecidas.

No grupo PES TD, destacamos proteinas associados ao metabolismo do piruvato,
processamento de proteinas no reticulo endoplasmatico, glicélise/gliconeogénese, metabolismo
do carbono, biossintese de aminoacidos e metabolismo de agucares de amino e nucleotideos
(Grafico 5). Essas vias indicam uma adaptagdo especifica dos parasitos ao ambiente alterado
pela auséncia da microbiota induzida pelo tratamento com antibiotico. Essas diferengas indicam
que o tratamento antibidtico no hospedeiro impacta as fun¢des metabolicas e as respostas
adaptativas dos parasitos, demonstrando uma modulagdo na abundéncia experimental proteica

relacionada ao ambiente microbiano e a resposta do parasito.
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Grafico 5 - Grafico mostrando a analise de KEGG das proteinas encontradas no grupo tratado
(TD) de PES
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Legenda: Grafico mostrando a andlise de enriquecimento KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
das proteinas do grupo PSE TD. Sendo as cores mais perto do vermelho, as que tém uma concentragédo
de proteinas mais alta, ¢ as proximas do verde mais baixas.

Para aprofundar a compreensao das fung¢des das proteinas em cada grupo, realizamos
uma analise de ontologia genética (Gene Ontology, GO) com foco nos trés dominios principais:
fungcdo molecular, processo biologico e componentes celulares. Utilizando a plataforma
WormBase Parasite Biomart (https://parasite.wormbase.org/index.html), carregamos as
sequéncias FASTA de cada proteina para obter dados especificos de GO para cada grupo
experimental. A visualizagdo em graficos mostrou as categorias representadas em cada
dominio, excluindo aquelas que apareceram apenas uma vez para facilitar a interpretagdo visual.
Essas diferencas entre os grupos, evidenciadas tanto pela andlise KEGG quanto pela GO,
sugerem que o tratamento do hospedeiro com antibidticos induz alteragdes substanciais na
abundancia experimental proteica e nas respostas biologicas dos helmintos, modulando

processos criticos de sobrevivéncia e adaptagdo em um ambiente alterado.
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Grafico 6 - Grafico mostrando a ontologia genética das proteinas encontradas no grupo nao

tratado (NTD) de PES
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Legenda: Grafico de ontologia genética das proteinas identificadas no grupo PES NTD. Onde se encontram trés
categorias: Molecular function (fun¢des moleculares) em vermelho. Biological process (processos
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bioldgicos) em azul. Cellular componente (componentes celulares) em verde. Onde cada uma das barras
representa uma fungao de proteina diferente.

As proteinas identificadas no grupo PES NTD foram agrupadas em 138 categorias nos
diferentes dominios. Na categoria de fun¢do molecular, podemos citar 16 proteinas com
atividade inibidora de peptidase, 12 associadas a ligacdo com ions metalicos, 11 com ligacdo a
nucleotideos, oito associadas a atividade de hidrolase, e com atividade de oxirredutase e
transferase, foram sete proteinas descritas para cada func¢ao (Grafico 6). Este grupo foi seguido
pela categoria de proteinas associadas a processos biologicos, incluindo 13 de regulagdo da
atividade peptidase, nove em processo de glicolise, oito de protedlise, sete & processos de
oxidorreducao, finalizando com cinco proteinas associadas a cada um deste processo: atividades
de ligacdo entre proteinas, processo metabolico de carboidratos e regulagdo negativa da
atividade de endopeptidase (Grafico 6). Por fim, a categoria de componentes celulares
apresentou o menor numero de proteinas, tendo nessa categoria, 16 provenientes de regiao
extracelular, seis ao reticulo endoplasmatico, cinco ao limen do reticulo endoplasmatico, cinco

a membrana plasmatica e quatro ao citoesqueleto (Grafico 6).
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Grafico 7 - Grafico mostrando a ontologia genética das proteinas encontradas no grupo
tratado (TD) de PES
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Legenda: Grafico de ontologia genética do grupo PES TD. Onde se encontram trés categorias: Molecular function
(fungdes moleculares) em vermelho. Biological process (processos bioldgicos) em azul. Cellular
component (componentes celulares) em verde. Onde cada uma das barras representa uma fungdo de
proteina diferente.
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Relacionado a Ontologia Genética do grupo PES TD, foram agrupadas em 287
categorias, com as mais prevalentes em atividade de inibidor de peptidase, com 20 proteinas,
seguida por 14 associadas a ligacao de ions metalicos, 14 a atividade oxirredutase e, em 11 para
cada, ligadas a atividade hidrolase, atividade endopeptidase tipo serina e ligacao a nucleotideos.
Em relagdo ao dominio processo bioldgico, destaca-se 14 para cada uma dessas atividades de
protedlise, regulacao da protedlise e regulagdo da atividade de peptidase. Foram oito em
processo glicolitico e outras oito na regulagdo negativa da atividade endopeptidase. Os
componentes celulares foram associados a 20 proteinas de regido extracelular, cinco ao
citoesqueleto, outras cinco para cada: reticulo endoplasmatico, componente integral de
membrana e membrana plasmatica (Grafico 7).

Ao comparar PES NTD e PES TD, identificamos que nos dois grupos, na categoria de
fungdes moleculares, ambos tém a atividade de inibidor de peptidase como a fungdo mais
representativa. Porém o grupo PES TD apresenta um numero mais expressivo, com 20
proteinas no total ¢ 16 no PES NTD. Nos processos biologicos, houve uma diferenca nas
funcdes proteicas mais representadas  : no grupo PES NTD, a fun¢do mais representativa foi
a de regulacdo da atividade de peptidase com 13 proteinas, enquanto no PES TD foi a de
protedlise com 14 proteinas. J4 na categoria de componentes celulares, a fun¢do mais
representada foi a regido extracelular em ambos os grupos, com 16 proteinas no PES NTD e 20
proteinas no PES TD. Dessa forma, o grupo PES TD parece apresentar uma atividade de

protedlise mais expressiva do que o PES NTD, o que pode ter implicagdes no parasitismo.
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Grafico 8 - Grafico mostrando a presenga de peptideo sinal das proteinas encontradas nos
grupos nao tratado (NTD) e tratado (TD) de PES
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Legenda: Grafico que mostra o nimero de proteinas com e sem peptideo sinal. Em vermelho referente ao grupo
PES NTD e em verde referente ao grupo PES TD.

Além disso, realizamos analises da presenca de peptideo sinal nas proteinas de ambos
os grupos. Essa andlise permite uma compreensdo mais detalhada do comportamento das
proteinas para indicar diferencas nos mecanismos de secre¢ao e funcao celular entre os grupos
PES NTD e PES TD (Grafico 8). Em nossos resultados, quando avaliamos o grupo PES NTD,
das 123 proteinas analisadas, 64 apresentaram peptideo sinal e 59 ndo apresentavam. Ja no
grupo PES TD, das 182 proteinas analisadas, 90 apresentaram peptideos de sinal e 92 nao
apresentavam. Em percentual, isso indica que 52 % das proteinas do grupo NTD apresentaram
peptideo sinal, e no grupo TD 49,5% apresentavam peptideo sinal. Para que uma proteina fosse
designada como possuidora de um peptideo de sinal, era necessario que ambas as plataformas
(SignalP e Phobius) concordassem no resultado; caso contrario, a presenca do peptideo sinal
ndo era considerada.

Essa andlise pode nos ajudar a compreender a presenga de vesiculas extracelulares
nesses produtos, uma vez que os peptideos de sinal podem se relacionar com a secre¢do das
proteinas por essa via. Algumas das proteinas, com peptideos sinal, encontradas em nossos
experimentos j& foram identificadas em vesiculas extracelulares previamente em outros
estudos. Algumas dessas proteinas foram: 14 3 3 domain-containing protein, SCP domain-
containing protein, Glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase, Heat shock 70,

Aminopeptidase, Rab GDP dissociation inhibitor e Vitellogenin domain-containing protein.
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A base de dados STRING foi usada para entendermos como as proteinas de cada grupo
sdo diferentemente organizadas na forma de uma rede de interagdo proteina-proteina. Neste
estudo, utilizamos tanto as proteinas exclusivas de cada grupo de PES quanto aquelas
compartilhadas com os grupos somaticos. A inclusdo das proteinas presentes em ambos 0s
conjuntos, em vez de considerar apenas as exclusivas do PES, foi essencial para uma analise
mais abrangente, uma vez que essas proteinas também foram identificadas nos grupos de PES
e podem desempenhar um papel relevante no contexto estudado.

Cada proteina ¢ representada por um circulo (Grafico 9), onde cada uma delas tem o
codigo para ser encontrada no banco de dados. As proteinas sdo ligadas umas as outras por
linhas, que representam as relagcdes entre cada uma delas, mostrando diferentes padrdes de
interacdo. Primeiramente, fizemos a analise do grupo PES NTD, onde que existem algumas

proteinas que fazem mais ligacdes do que outras.

Grafico 9 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina no grupo PES NTD
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Legenda: Analise de rede da interag@o proteina-proteina do grupo PSE NTD. Cada proteina é representada por um
circulo. As proteinas sdo ligadas umas as outras por linhas, que representam as relacdes entre cada uma
delas, mostrando diferentes padrdes de abundancia experimental.
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Depois fizemos a analise de rede de interagdo das proteinas do grupo PSE TD (Gréafico
10), para ver como essas proteinas interagem e se tem alguma diferenga em relacdo a rede do
PSE NTD (Grafico 9). E podemos observar que esta rede ¢ maior, por ter mais proteinas

encontradas neste grupo, além de interagirem mais umas com as outras, deixando-a mais

complexa que a anterior.

Grafico 10 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina no grupo PES TD
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Legenda: Analise de rede da interagdo proteina-proteina do grupo PSE TD. As proteinas sdo representadas por
circulos, sendo ligadas umas as outras por linhas, que representam as relagdes entre cada uma delas,

mostrando diferentes padrdes de abundancia experimental.
Em seguida, queriamos analisar como essas proteinas se relacionam usando clusters
para entender melhor o seu comportamento dentro da rede, usando o célculo de clusterizacao

k-means, também na plataforma StringDB.
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Grafico 11 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina com clusters no grupo
PES NTD

color clusterId
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ADA5S6Q8S6, AOASS6QCS56, ADASS6QHK4, AOASS6R025

+ Cysteine and methionine metabolism

Legenda: Rede mostrando clusters, cada um representa uma fungdo ou via diferente do grupo PES NTD. As
proteinas sdo representadas por circulos, sendo ligadas umas as outras por linhas, que representam as
relagdes entre cada uma delas, mostrando diferentes padrdes de abundéncia experimental. Cada cor
representa um cluster diferente na rede.

Na rede de PES NTD (Grafico 11), conseguimos demonstrar clusters indicando

proteinas envolvidas nos processos de metabolismo de piruvato, dobramento de proteinas,

eliminagdo de LDL e metabolismo de cisteina e metionina; além de outros que nao conseguimos

identificar em uma categoria, mas percebe-se que se relacionam de alguma forma.
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Grafico 12 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina com clusters no grupo

PES TD
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Legenda: Rede mostrando clusters, cada um representa uma fungéo ou via diferente do grupo PES TD. As proteinas
sdo representadas por circulos, sendo ligadas umas as outras por linhas, cada cor representa um cluster
diferente na rede.
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Jé& os clusters de PES TD (Grafico 12), mostram grupos de proteinas relacionadas com
fosforilagao de nucleosideo difosfato, dobramento de proteinas, atividades de endopeptidase do
tipo serina, regularizagdo de polimerizagdo/despolimerizagdo da actina, metabolismo de
nicotinato e nicotinamida, alongamento de traducgdo, alongamento de acidos graxos, peptidase
C1A e da familia com dominio A1, aldo-ceto redutase e ligacdo de 4cidos graxos, além daqueles
que ndo puderam ser identificados, mas que aparentemente apresentam alguma relagdo.

Podemos observar que além de PES TD ter uma rede maior, mais complexa e com mais
proteinas, conseguimos separar ela em mais clusters do que a rede de PES NTD. Isso mostra a
maior complexidade da resposta do helminto quando o hospedeiro foi tratado com antibidtico.

Em seguida, analisamos como e quais dessas proteinas tinham maior grau de
importancia dentro da rede de interagdo proteina-proteina. Sendo assim, usamos o programa
Cytohubba, dentro da plataforma Cytoscape, para calcular as proteinas mais influentes dentro

dessas redes.

Grafico 13 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina e o grau de importancia

delas no grupo PES NTD
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Legenda: Analise de rede da interacdo proteina-proteina do grupo PSE NTD, mostrando o grau de importancia
/interagd@o na rede. Sendo os vermelhos com maior importéncia e os amarelos, com menor importancia.

Nesta rede de grau de importancia do grupo PES NTD (Grafico 13), podemos perceber
que as proteinas mais influentes sao: AOASS6QWB7 (14 3 3 domain-containing protein) com

23 de pontuacdo, AOASS6QEKS (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) com 21 de
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pontuacdo, AOASS6QDI18 (Enolase) com 20 de pontuagdo, AOASS6QQGY (Ubiquitin-like
domain-containing protein) com 19 de pontuagdo, AOASS6QWI9 e AO0AS5S6Q845

(Vitellogenin domain-containing protein) com 17 de pontuacao.

Grafico 14 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina e o grau de importancia
delas no grupo PES TD
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Legenda: Analise de rede da interagdo proteina-proteina do grupo PSE TD, mostrando o grau de importancia
/interagdo na rede. Sendo os vermelhos com maior importancia e os amarelos, com menor importancia.

Ja na rede de grau de importancia do grupo PES TD (Grafico 14), podemos perceber
que as proteinas mais influentes sdo: AOASS6QWB7 (14 _3 3 domain-containing protein) com
31 de pontuagdo, AOA5SS6QDI18 (Enolase) e AOASS6QEKS (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) ambas com 24 de pontuacao, AOASS6QWI9 e AOAS5S6Q845 (Vitellogenin
domain-containing protein) com 23 cada.

As proteinas mais importantes de cada grupo foram as mesmas, porém em ordens
diferentes e com diferentes nimeros de interagdes. A proteina 14 3 3 domain-containing
protein permaneceu como a mais importante em ambas as redes, € em geral, todas as proteinas
(14 3 3 domain-containing protein, Enolase, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e
Vitellogenin domain-containing protein)

Essa proteina encontrada como a de maior importancia, 14 3 3 domain-containing

protein, € uma das que ja foram encontradas em vesiculas de Trichuris. Podendo indicar que
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as proteinas encontradas em vesiculas s3o de grande importancia para a resposta do helminto
ao ambiente.

Em seguida, fizemos a analise do Betweenness das redes. Esta centralidade identifica
proteinas que atuam como pontes entre partes de uma rede e quantifica sua influéncia sobre o
fluxo de informagdes. Nesse processo podemos analisar mais um fator de complexidade das

redes de PES NTD e PES TD.

Grafico 15 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina e o grau de Betweenness

no grupo PES NTD
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Legenda: Anélise de rede da interagdo proteina-proteina do grupo PSE NTD, mostrando o Betweenness da rede.
Sendo os vermelhos com maior importancia e os amarelos, com menor importancia.

Nessa rede de PES NTD (Grafico 15), podemos perceber que as proteinas com uma
maior pontuagdo para o Betweenness sdo: AOASS6QWB7 (14 3 3 domain-containing
protein), AO0A5S6QQGY9 (Ubiquitin-like domain-containing protein), AO0A5S6QEKS
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), AOASS6QWI9 e AOAS5S6Q845 (Vitellogenin
domain-containing protein) e AOASS6R309 (HATPase ¢ domain-containing protein).
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Grafico 16 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina e o grau de Betweenness

no grupo PES TD
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Legenda: Analise de rede da interacdo proteina-proteina do grupo PSE TD, mostrando o Betweenness da rede.
Sendo os vermelhos com maior importancia e os amarelos, com menor importancia.

Janarede de PES TD (Gréfico 16), podemos perceber que as proteinas com uma maior
pontuagdo para o Betweenness sdao: AOASS6QWB7 (14 3 3 domain-containing protein),
AO0AS5S6QQGY (Ubiquitin-like domain-containing protein), AOASS6QEKS (Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase), AOASS6QWI9 e AOASS6Q845 (Vitellogenin domain-containing
protein)

Fazendo a comparagdo do Betweenness entre os grupos PES NTD e PES TD, podemos
Ver que as mesmas proteinas se encontram como as mais importantes na rede. Na maioria dessas
proteinas, a pontuacdo delas foi maior na rede do grupo PES NTD, com exce¢do das proteinas
14 3 3 domain-containing protein e Ubiquitin-like domain-containing protein, que tiveram
uma pontuagao maior em PES TD.

Posteriormente, queriamos entender as relacdes das proteinas por uma rede de
Bottleneck. Esta centralidade ¢ usada para identificar proteinas conectoras-chave em redes de
proteinas. Essas proteinas tém maior probabilidade de ser essenciais e apresentar propriedades

funcionais relevantes.
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Grafico 17 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina e o grau de Bottleneck

no grupo PES NTD
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Legenda: Analise de rede da interag@o proteina-proteina do grupo PSE NTD, mostrando os gargalos da rede, ou
seja o Bottleneck. Sendo os vermelhos com maior importancia e os amarelos, com menor importancia.

Ja4 nas redes demonstrando os gargalos ou Bottlenecks, as proteinas com maiores
pontuacdes do grupo PES NTD (Grafico 17) foram: AOASS6QWB7 (14 3 3 domain-
containing protein), AOA5S6QQGY (Ubiquitin-like domain-containing protein), AOA5S6R309
(HATPase ¢ domain-containing protein), AOAS5S6Q845 (Vitellogenin domain-containing
protein), AOAS5S6QEKS (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e A0AS5S6QQ29

(thioredoxin-dependent peroxiredoxin).
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Grafico 18 - Grafico de rede mostrando as interagdes proteina-proteina e o grau de Bottleneck

no grupo PES TD

e

AR AASIAOAGS ANSSIOLIE  ynasseomnn AIN5540000 7
o AN ‘m o
\ Ansseages A s AN
']\ Jro—
> rasssari SF. AUIALSARIE
Wuw'/
O iassecnia  AIRSSORSAT
NS
S

b o \7!_ AassseONET
MAESOIOV_ s S - " —
AensEIOAES_ Iansi0Ls) LS N R snsmans
\\\\/ = = e T ACASEEPZ 1~ AL SSEROES
Ao i AeessEIo?
B v " J ﬁ o
hassssai
AAgEERIHY AgserRIaT- S oasssaars
FA VN
. % /
_ ABRSSEONET /2 .\ms i
ORI PO
N - hﬁr_m sesazar™, E——
S va .

| AansseaIDs
-

Sl rasssacat
2 4// N*“}ﬁm

SR e

Legenda: Analise de rede da interagdo proteina-proteina do grupo PSE TD, mostrando os gargalos da rede, ou s¢ja,
o Bottleneck. Sendo os vermelhos com maior importincia e os amarelos, com menor importancia.

Na rede de Bottleneck de PES TD (Grafico 18), as proteinas mais importantes foram:
AOASS6QWB7 (14 3 3 domain-containing protein), AOA5SS6QQGY (Ubiquitin-like domain-
containing protein), AOA5S6Q845 (Vitellogenin domain-containing protein), AOA5SS6QEKS
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e AOASS6Q8S6 (Actin).

Quando fazemos a comparagdo das proteinas mais marcantes de cada rede, podemos
notar algumas diferencas. As duas primeiras mais importantes em ambas sdo as mesmas
(14_3 3 domain-containing protein e Ubiquitin-like domain-containing protein) porém com
pontuacdes diferentes, sendo maiores em PES TD. J4 as proteinas: HATPase ¢ domain-
containing protein, Vitellogenin domain-containing protein, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase e thioredoxin-dependent peroxiredoxin da rede PES NTD também sao
encontradas na rede PES TD, porém com menos importancia em comparagdo a outras proteinas

da mesma rede. E 0 mesmo acontece com as outras proteinas mais importantes encontradas na
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rede PES TD (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e Actin) que também sdo

encontradas na rede PES NTD, mas com pontuac¢des levemente menores que PES TD.

3.2 Antibiogramas, produto de excrecdo e secrecio de 7. muris e 0 comportamento

bacteriano

Nos experimentos envolvendo o antibiograma, observamos que a gentamicina (controle
positivo) inibiu ambas as cepas (E. coli AB1157 e S. aureus ATCC25923), como esperado. Ja
o PBS estéril, ndo inibiu o crescimento das cepas (controle negativo). O PES ndo demonstrou

acdo inibitdria em nenhuma das cepas (Figura 11).

Figura 11 - Antibiogramas

Legenda: Naimagem a esquerda, o antibiograma com E. coli AB1157 (gram -). E a direita S. aureus ATCC25923
(gram +).

Para analisar se o PES influenciou na capacidade de agregamento das bactérias nos
discos, realizamos a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Observamos que a E. coli
nao apresentou diferencas na agregacao tanto no controle negativo quanto no disco com PES.
Porém, em relagdo ao S. aureus, verificamos uma diferenga em seu padrao de adesao no disco.
Esse grupo bacteriano se agrupa, formando aglomerados em “cachos de uva” (figura 12F); mas
quando em contato com o PES, as bactérias se organizaram de forma mais esparsa, sem formar

este padrao de aglomerado (figura 12 G-H).
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Figura 12 - Analise por Microscopia Eletronica de Varredura — Antibiograma

E. coli AB1157 5

Gentamicina

PBS estéril

PES

PES

Legenda: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura dos discos de antibiograma. (A) Gentamicina - E. coli
AB1157 (controle positivo). (B) PBS estéril - E. coli AB1157 (controle negativo). (C-D) PES - E. coli
ABI1157. (E) Gentamicina - S. aureus ATCC 25923 (controle positivo). (F) PBS estéril - S. aureus
ATCC 25923 (controle negativo). (G-H) PES - S. aureus ATCC 25923.
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3.3 Interacio células intestinais, bactérias e produto de excrecio e secre¢ao

A interacdo das bactérias com monocamadas de células intestinais em contato com o
PES foi realizada com trés cepas diferentes: E. coli 042 (formadora de biofilme e pouco
invasora), E. coli Dh5[] (ndo formadora de biofilme e ndo invasora) e Sa/monella 020 (nao
formadora de biofilme e muito invasora). Submetemos cada uma dessas cepas a ambientes com
dois tipos de células diferentes: T84 e Caco-2, submetidas a diferentes concentragdes do PES

(5, 10 € 50 pg/ml). As andlises foram feitas usando a Microscopia de Luz e MEV.

3.4 Analise por Microscopia de Luz

3.4.1 Células T84 - E. coli 042, E. coli Dh5[1 e Salmonella c20

Na andlise da interacdo das células T84 com E. coli 042, identificamos que a
concentragdo de bactérias em presenca de PES (5 ¢ 10 pg/ml) diminuem em relag@o ao controle.
Contrariamente, quando na presenca de PES a 50 pg/ml, observamos o aumento da
concentragdo bacteriana em relacdo aos outros grupos, como destacamos na figura 13. J4 ao
analisar a monocamada de T84 em interagao com as bactérias E. coli Dh5[] e Salmonella c20,
representadas nas figuras 14 e 15, ndo identificamos um padrdo, em analise qualitativa, ndao
houve influéncia dos PES no comportamento de adesdo das bactérias. Embora tenhamos

observado essas diferengas, as mesmas ndo foram estatisticamente significativas.



75

Figura 13 - Microscopia de Luz - Células T84 - E. coli 042

Legenda: Imagens de Microscopia de Luz das células T84 em contato com E. coli 042 ¢ PES em diferentes
concentragdes. (A) - controle. (B) - PES 05 pg/ml (C) - PES 10 pg/ml (D) - PES 50 pg/ml
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Figura 14 - Microscopia de Luz - Células T84 - E. coli Dh5[]

Legenda: Imagens de Microscopia de Luz das células T84 em contato com E. coli DhS[] e PES em diferentes
concentragdes. (E) - controle. (F) - PES 05 pg/ml (G) - PES 10 pg/ml (H) - PES 50 pg/ml
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Figura 15 - Microscopia de Luz - Células T84 - Salmonella c20

Legenda: Imagens de Microscopia de Luz das células T84 em contato com Salmonella c20 e PES em diferentes
concentragdes. (I) - controle. (J) - PES 05 ug/ml (K) - PES 10 pg/ml (L) - PES 50 pg/ml

3.4.2 Células Caco-2 - E. coli 042, E. coli Dh5[1 e Salmonella c20

Nas andlises realizadas com células Caco-2, identificamos que a E. coli 042 e
Salmonella c20, representados nas figuras 16 e 18, ndo apresentaram variagao de concentragao
ao comparar com os controles e com PES. Somente a bactéria E. coli Dh5[] que apresentou
aumento de bactérias aderidas nas concentra¢des maiores de PES, como podemos observar na

figura 17. Porém, estatisticamente nao foi significativo.
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Figura 16 - Microscopia de Luz - Células Caco-2 - E. coli 042

Legenda: Imagens de Microscopia de Luz das células Caco- 2 em contato com E. coli 042 ¢ PES em diferentes
concentragdes. (A) - controle. (B) - PES 05 pg/ml (C) - PES 10 pg/ml (D) - PES 50 pg/ml
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Figura 17 - Microscopia de Luz - Células Caco-2 - E. coli Dh5[]

Legenda: Imagens de Microscopia de Luz das células Caco-2 em contato com E. coli Dh5[1 e PES em
diferentes concentragdes. (E) - controle. (F) - PES 05 pg/ml (G) - PES 10 pg/ml (H) - PES 50 pg/ml
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Figura 18 - Microscopia de Luz - Células Caco-2 - Salmonella c20

Legenda: Imagens de Microscopia de Luz das células Caco-2 em contato com Salmonella c20 e PES em
diferentes concentragdes. (I) - controle. (J) - PES 05 pg/ml (K) - PES 10 pg/ml (L) - PES 50 pg/ml

Tabela 1 -Média da contagem de bactérias de cada condicao

042 042 042 042 DH5a Dh5a DH5a DH5a 020 020 020 020
Controle PES PES PES controle PES PES PES Controle PES PES PES
05 10 50 05 10 50 05 10 50
T84 | 353.4 326.1 277.8 486.5 591.6 420.4 544.1 325 64 51.5 106.7 115.5
Caco- | 165.2 166 216.2 186.8 142.4 144 199.6 322.8 113.6 87 117 95.6

2

Legenda: Tabela apresentando as médias da contagem bacteriana em diferentes condi¢des, considerando o tipo de
célula, a concentragdo de PES e a espécie de bactéria.
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3.5 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura com as Células T84

Para caracterizar em detalhes a ultraestrutura da interacdo dessas bactérias com a
superficie da membrana plasmatica das células intestinais, usamos a MEV. Quando em
interacdo com a monocamada de células T84, a E. coli 042, que apresenta padrio agregativo e
pouco invasivo, apresentou evidéncias de caracteristica invasiva, quando exposta a
concentragoes elevadas de PES, principalmente com PES 50 pg/ml (Figura 19 (A-D)). Essa
caracteristica pode ser observada nas imagens que revelam um processo de fusdo e penetragao
na membrana das células da monocamada.

Com a bactéria E. coli Dh5[1, que ndo tem perfil invasivo ou de formacao de biofilme,
nao observamos mudanca na capacidade de invasdo, porém, destacamos que PES induziu a sua
agregacio, figura 20 (E-H), sugerindo uma formagio de biofilme dessas bactérias. E possivel
observar mais estruturas filamentosas entre elas, se agregando em grupos, destacando grupos
grandes na concentracao de 50 pg/ml (figura 20 H).

Explorando o comportamento da Salmonella c20, bactéria ndo formadora de biofilme,
mas com alto perfil invasivo, ndo identificamos mudangas em seu comportamento com a

diferentes concentracdes de PES, como podemos observar nas figuras 19 e 20 (I-L).
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Figura 19 - Analise por Microscopia Eletronica de Varredura - Células T84

Controle PES5 pg/ml PES 10 pg/ml PES 50 pg/ml

Legenda: Imagens de MEV da interagdo das bactérias com a monocamaa de células T84 com PES em diferentes
concentragdes. (A) Interagdo E. coli 042 sem PES - controle. (B) Interagdo E. coli 042 com PES 05
pg/ml. (C) Interagdo E. coli 042 com PES 10 pg/ml. (D) Interagdo E. coli 042 com PES 10 pg/ml. (E)
Interagdo E. coli Dh5[] sem PES - controle. (F) Interagdo E. coli Dh5[] com PES 05 pug/ml. (G)
Interagdo E. coli Dh5[] com PES 10 ug/ml. (H) Interagdo E. coli DhS[] com PES 50 ug/ml. (I)
Interacdo Salmonella c20 sem PES - controle. (J) Interagdo Salmonella c20 com PES 05 pg/ml. (K)
Interacdo Salmonella c20 com PES 010 pg/ml (L) Interagdo Salmonella c20 com PES 50 pg/ml.
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Figura 20 - Analise por Microscopia Eletronica de Varredura - Células T84

Controle PES 5 pg/ml PES 10 pg/ml PES 50 pg/ml

Legenda: Imagens de MEV da interacdo das bactérias com a monocamada de células T84 com PES em diferentes
concentragdes. (A) Interagdo E. coli 042 sem PES - controle. (B) Interacdo E. coli 042 com PES 05 pg/ml.
(C) Interacdo E. coli 042 com PES 10 pg/ml. (D) Interacdo E. coli 042 com PES 10 pg/ml. (E) Interagao
E. coli Dh51 sem PES - controle. (F) Interacdo E. coli Dh5[] com PES 05 pg/ml. (G) Interacdo E. coli
Dh50) com PES 10 pg/ml. (H) Interagdo E. coli Dh5[] com PES 50 pg/ml. (I) Interagdo Salmonella c20
sem PES - controle. (J) Interagdo Salmonella c20 com PES 05 pg/ml. (K) Interagdo Salmonella c20 com
PES 10 pg/ml (L) Interagdo Salmonella c20 com PES 50 pg/ml

3.6 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura - Células Caco-2

J& nas andlises usando a MEV com a monocamada de células Caco-2, vimos que a E.
coli 042 aumentou seu perfil agregativo entre si conforme o aumento da concentracdo de PES,
ficando mais aglomeradas e com estruturas filamentosas, (figura 21 (A-D)), sendo na
concentragao 10 pg /ml (figura 21 C), a que mais evidenciou esse comportamento.

Com a E. coli Dh5[1 que ndo tem perfil invasor, ndo houve diferenca em seu
comportamento, com excecdo da concentracdo de 5 pg/ml de PES (figura 21-F) onde,
aparentemente, comecaram um processo que sugere invasao de células, ndo sendo observado

nas outras concentragdes (figura 2q G-H). Por fim, a Salmonella c20, figura 21 (I-L), também
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ndo teve mudangas aparentes em seu comportamento quando em contato com as células Caco-

2.

Figura 21 - Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura - Células Caco-2

Controle PES 5 pg/ml PES 10 pg/ml PES 50 pg/ml

Legenda: Imagens de MEV da interagdo das bactérias com a monocamada de células Caco-2 com PES em
diferentes concentragdes. (A) Interagdo E. coli 042 sem PES - controle. (B) Interagdo E. coli 042 com
PES 05 pg/ml. (C) Interacdo E. coli 042 com PES 10 ug/ml. (D) Interacdo E. coli 042 com PES 10
pug/ml. (E) Interag@o E. coli Dh5[] sem PES - controle. (F) Interacdo E. coli DhS[1 com PES 05 pg/ml.
(G) Interagdo E. coli DhS[] com PES 10 pg/ml. (H) Interagdo E. coli Dh5[1 com PES 50 ug/ml. (I)
Interacdo Salmonella c20 sem PES - controle. (J) Interagdo Salmonella c20 com PES 05 pg/ml. (K)
Interag@o Salmonella c20 com PES 10 ug/ml (L) Interagdo Salmonella ¢20 com PES 50 pg/ml
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4 DISCUSSAO

A tricuriase ¢ uma doenca causada por nematoides do género Trichuris, no qual o T.
trichiura € o parasito de humanos. Em nossos estudos, exploramos o modelo experimental
murino, infectado com o 7. muris. Esses parasitos possuem seus Produtos de Excrecdo e
Secrecao (PES) ricos em microRNAs e proteinas que sao estudadas por diferentes grupos,
associando a eles diversas funcgdes, dentre elas a mais explorada ¢ a capacidade de
imunomodula¢do (Harnett, 2014; Schachter et al., 2020)

Na caracteriza¢do protedmica dos PES de 7. muris provenientes de camundongos nao
tratados e tratados com antibidtico (PES NTD e PES TD respectivamente), analisamos como
os farmacos piperacilina sodica + tazobactam influenciaram na composig¢ao proteica destes
produtos. O produto foi obtido do sobrenadante da cultura de parasitos e o conteido somatico
de parasitos macerados. No total, foram encontradas 188 proteinas presentes entre os dois
grupos de produto. Sendo 117 proteinas compartilhadas, mas em diferentes abundancias; 65
proteinas encontradas somente em PES TD e 6 encontradas somente no PES NTD. Diante disso,
consideramos duas possibilidades como potenciais causadoras desse processo: 1 - a alteragao
pode resultar de uma ag¢ao direta do farmaco sobre a biologia do parasito; ou 2- a resposta pode
ser consequéncia de mudangas na microbiota do hospedeiro, levando o parasito a reagir e se
adaptar a essas alteragcdes ambientais.

As proteinas encontradas somente em PES NTD foram: galectina, dominio C- terminal
contendo fibrinogénio, fosfolipase A2, glicose-6-fosfato isomerase, peptidil-prolil cis-trans
1somerase € gamma-cistationase. Sendo a fosfolipase A2, a proteina que sé teve abundéncia
nesse grupo, nao sendo encontrada em PES TD nem nos grupos de conteudo somatico. Essa
proteina ¢ responsavel por fazer a hidrdlise de glicerofosfolipideos de membrana, resultando
em acido araquidonico, que ¢ um dacido graxo poli-insaturado (Murakami, 2023). Ela esta
associada a processos como digestdo e metabolismo de fosfolipideos, defesa, transducao de
sinais e inflamacao (Sun et al., 2009; Murakami et al., 2017).

As demais proteinas foram encontradas nos grupos somaticos, mas ndo em PES TD, por
exemplo: a galectina, que pode ter acdo anti-inflamatoria e imunoregulatoria (Law et al., 2020),
além de ter sido descrita com acao antimicrobiana (Amstalden, 2021). Proteinas com dominio
C-terminal contendo fibrinogénio ja foram identificadas em outros estudos com invertebrados,
mais especificamente moluscos (Biomphalaria glabrata, Haliotis discus e Sinonovacula

constricta) crustaceos (Marsupenaeus japonicus) € insetos (Armigeres subalbatus) , onde
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desempenham um papel importante na resposta de defesa contra patdogenos, como bactérias.
(Wang et al., 2004; Hanington e Zhang, 2010; Chai et al., 2012; Adema, 2015; Zou, et al,
2021). A glicose-6-fosfato isomerase ¢ uma proteina muito conhecida entre varias espécies,
sendo relacionada com a via glicolitica (Achari et al, 1981). A Peptidil-prolil cis-trans
isomerases catalisam ligagcdes peptidicas, ajudam no enovelamento de outras proteinas,
parecem participar nos processos de sinaliza¢do, reconhecimento da superficie celular, como
chaperonas e resposta ao choque térmico (Mourao 2005). E a gamma-cistationase esta
relacionada com o metabolismo de aminoacidos sulfurados, catalisando principalmente a
cistationina em cisteina (Stipanuk, 2004).

Jano grupo PES TD, das 65 proteinas que ndo se apresentam em PES NTD, algumas se
destacam como FABP domain-containing protein, GST class-pi e cystatin domain-containing
protein e Elongation factor 1-alpha. As FABP domain-containing proteins (fatty acid binding
proteins) foram encontradas em estudos com uma espécie de caranguejo, onde essas proteinas
atuam com ag¢do antimicrobiana (Tan ef al., 2015). As proteinas da familia GSTs (glutathione
S-transferases), sdo associadas a desintoxicacdo de eletrofilos de xenobidticos e resisténcia a
farmacos (Henderson et al., 1998; Kazemnezhad et al., 2006). Cystatin domain-containing
protein, foram associadas em um estudo envolvendo Ascaris lumbricoides (Caraballo et al.,
2021), com possiveis propriedades imunomodulatdrias. Além disso, podem apresentar outras
funcdes, como agdes relacionadas ao estresse, agdes inibitorias e regulagdo fisiologica, além de
possivelmente ter atividade antimicrobiana (Midha et al., 2018). A proteina Elongation factor
1-alpha foi encontrada em um estudo referente ao extrato do ovo ndo embrionado de Trichuris
trichiura, e € conhecida por estar relacionada com a biossintese proteica (Cruz ef al., 2021a).

Esses dados destacam o impacto do tratamento no perfil proteico dos parasitos,
refletindo mudangas nas proteinas secretadas e/ou excretadas em resposta ao ambiente alterado
pelo antibidtico. Essa variagdo proteica pode estar associada a mecanismos de adaptagdo com
a microbiota hospedeira, indicando alvos potenciais para a compreensao da fisiopatologia desta
infeccdo em equilibrio com as bactérias presentes nos intestinos.

Outras proteinas importantes foram identificadas em ambos os grupos, embora em
abundancias diferentes. No mapa de calor (heat map), ha representacdo das proteinas
encontradas nos grupos PES NTD e PES TD, permitindo uma visualizagdo grafica das
abundancias de proteinas especificas em cada grupo. Ao todo, foram encontradas 117 proteinas,
onde 79 foram mais expressas no grupo tratado e 38 foram mais expressas no grupo nao tratado.
Mais um fator que indica que o tratamento do hospedeiro com antibidtico, interferiu na resposta

ao ambiente que esses nematoides se encontram.
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Alguns dos dominios proteicos mais encontrados entre os grupos foram WAP (Whey
acidic proteins) e SCP. As WAP domain-containing protein sdo proteinas encontradas em
muitas outras espécies de animais, porém o que a destaca € a seu potencial antimicrobiano
(Amparyup et al., 2008; Smith et al., 2008; Li et al., 2013), além de existirem estudos com
essas proteinas para desenvolvimento de vacinas para helmintos (Wainwright e Shears, 2022).
As SCP domain-containing protein, também encontrada em diversos outros estudos envolvendo
helmintos, ¢ conhecida por ter agdo imunomoduladora, além de ajudar no processo de
penetracao no intestino (Morante ef al., 2017). Entre os dois grupos de analise, o PES TD foi o
que apresentou maior abundancia experimental de ambas.

Esses achados refor¢am a hipdtese de que o tratamento com antibidtico pode alterar o
perfil protedmico dos parasitos, favorecendo a abundancia experimental de proteinas que
potencialmente auxiliam na adaptagdo ao ambiente alterado, principalmente com a eliminagao
da microbiota bacteriana.

Com a analise do KEGG, avaliamos as vias metabdlicas de cada um dos grupos. Em
PES NTD, entendemos que as vias eram: metabolismo de amido e sacarose (starch and sucrose
metabolismo), metabolismo de piruvato (pyruvate metabolism), processamento de proteinas no
reticulo endoplasmatico (protein processing in endoplasmic reticulum), via das pentoses fosfato
(pentose phosphate pathway), vias metabolicas (metabolic pathways), glicolise/ gliconeogénese
(glycolisis/ gluconeogenesis), metabolismo de frutose e manose (fructose and mannose
metabolism), metabolismo da cisteina e metionina (cysteine and methionine metabolism),
metabolismo de carbono (carbon metabolismo), biossintese de aminoacidos (biosynthesis of
amino acids) e metabilismo de aminoagucares e nucleotideos de agliicar (amino sugar and
nucleotide sugar metabolismo). Vias comuns para que o parasito possa sobreviver a esse
ambiente em que ele ja ¢ adaptado.

No grupo PES TD, foram identificadas as seguintes vias: metabolismo de piruvato,
processamento de  proteinas no reticulo endoplasmatico, vias metabodlicas,
glicolise/gliconeogénese, metabolismo de carbono, biossintese de aminoacidos e metabolismo
de aminoagtcares e nucleotideos de agucar. Todos esses processos também estavam presentes
no grupo PES NTD, que pela andlise da KEGG, apresentou um numero maior de vias expressas
em comparacao ao PES TD. Destacamos que a antibioticoterapia altera o perfil das vias em
compara¢do a auséncia de tratamento. Dessa forma, ¢ possivel observar que o tratamento
impactou a resposta do parasito, evidenciando mais uma vez, como ele se adapta ao ambiente,
neste caso, a modificacdo da microbiota do hospedeiro causada pelo tratamento com antibiodtico

podendo fornecer um ambiente de estresse ao parasito.
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Essas vias destacam a plasticidade metabolica adaptativa dos parasitos que sofre
interferéncia com o tratamento, mais uma vez destacando uma provavel adaptagdo fisioldgica
dos nematoides ao ambiente com pressao seletiva imposta pelo uso do antibiotico.

Essas descobertas, em conjunto com os dados do diagrama de Venn apresentados,
confirmam que o tratamento com antibiotico no hospedeiro altera substancialmente o perfil
proteico desses nematoides, sugerindo insights sobre os mecanismos de adaptacdo destes
nematoides com o tecido hospedeiro e as enterobactérias.

Com a analise de ontologia genética (GO) foi possivel observar que os PES de ambos
os grupos, tem um forte perfil proteolitico, ja dentre as fungdes mais expressas, muitas sao
relacionadas com ativacdo, inibicdo e quebra de peptideos e mucinas (Mckerrow et al., 2006;
Hasnain ef al., 2012). Isso se destaca devido ao comportamento invasivo do parasito, ja que ele
precisa penetrar no intestino grosso do hospedeiro para se estabelecer, e para isso, a atividade
de quebra de moléculas dessa parede intestinal, inclusive proteinas, trona-se estratégico e
fundamental. Em PES TD, a fungao de protedlise estd mais expressa do que em PES NTD (na
qual a mais expressa ¢ a regulacdo da atividade de peptidases), podendo indicar que o
tratamento interferiu na necessidade de maior quebra de proteinas, para melhor penetragao,
alimentagdo e regulacdo de outros processos biologicos.

Outro ponto de maior expressao em ambos, foi em ligagcdes de ions metalicos (metal ion
binding), que sdo proteinas que interagem com diversos metais como litio, sodio, potéssio,
magnésio, célcio, cobre (Li+, Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cu2+ respectivamente), dentre outros; e
estas proteinas participam de diversas vias bioldgicas importantes para a homeostase do
organismo (Yamashita et al., 1990), destacando a Lactamase B domain containing protein que
pode ter acdo antimicrobiana e a Peptidase M 14 domain-containing protein que pode ter uma
relagdo com o parasitismo ajudando na quebra de proteinas.

Também se observa que componentes da regido extracelular estdo muito expressos em
ambos os grupos, se diferenciando entre PES NTD e PES TD; isso pode ocorrer quando o
parasito enfrenta condicoes diferentes, levando a diferentes necessidades, como Wang et al.,
percebeu em 2021, ao analisar diferentes isolados de 7. pseudospiralis.

A atividade de endopeptidase do tipo serina (serine type-endopeptidase activity)
também estava presente em ambos 0s grupos, como as peptidases S1 domain-containing
proteins. H& estudos que indicam que as serina proteases sdo de extrema importancia para
degradagdo de mucinas, deixando-as com uma textura mais porosa. Trabalhos com 7. muris,
destacam que essas enzimas agem principalmente em Muc2, atuando na regido N-terminal,

promovendo a despolimeragdo desta mucina (Hasnain et al., 2012). Destaca-se que o tratamento
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teve uma influéncia nesta abundancia experimental, podendo indicar o aumento da atividade
do parasito com a maior capacidade de degradacdo de mucinas nesta condi¢do. Esta acdo
ajudaria na permanéncia do parasito no intestino, na copula e na postura dos ovos pelas fémeas,
e isso pode ter sido influenciado pela reducao da microbiota intestinal.

Em nossos resultados, encontramos outros tipos de proteases, além do tipo serina-
protease. As proteases do tipo serpina, sao conhecidas como inibidoras de serinas (Serine
protease inhibitors), foram encontradas em alguns estudos com 7. suis, com potencial acao
imunomodulatoria, regulando mastdcitos presentes na mucosa intestinal (Rhoads ez al., 2000a;
Rhoads et al., 2000b; Knox, 2006; Molehin et al., 2012), além de fazer a polarizacdao de
macrofagos M2 (Leroux et al., 2018). As serpinas foram encontradas nos dois grupos de PES,
mas também em maior quantidade nos grupos tratados com antibioticos.

Proteases de cisteina (Cysteine proteases) também foram encontradas em nosso estudo;
elas estdo altamente relacionadas com digestao e invasao entre diversas espécies de helmintos
(Caffrey et al., 2018); porém ja foi visto que também pode ter potencial imunomodulatério e
de degradar mucinas (Hasnain et al., 2012). Diferente das outras proteases, a atividade de
endopeptidase do tipo cisteina (cysteine-type endopeptidase activity) foi encontrada mais
expressa nos nematoides provenientes do grupo ndo tratado, como também conseguimos ver na
analise por KEGG.

Na comparagdo dos resultados das redes, observamos respostas diferentes entre os
grupos. Utilizando a plataforma e base de dados StringDB, analisamos como cada proteina se
relaciona com as demais. Identificamos que a rede do grupo PES TD ¢ maior e mais complexa
do que a rede do PES NTD, apresentando um nimero maior de proteinas e conexoes.

Os clusters das redes identificados estdo em coeréncia com outros resultados obtidos,
por exemplo, na rede PES NTD, observamos que o metabolismo de cisteina e metionina
(cysteine and methionine metabolism) estd bem representado, corroborando os dados de
ontologia genética, onde essa fungdo também se destacou. Ja na rede PES TD, notamos grande
expressao da atividade de endopeptidase do tipo serina (serine-type endopeptidase activity),
alinhada a predominancia dessa fun¢do nesse grupo. Além disso, a fungdo de dobramento de
proteinas (protein folding) esta bem representada em ambas as redes, sendo expressa de forma
significativa nos dois grupos. Proteinas com essa fun¢do desempenham um papel crucial ao
auxiliar outras proteinas a alcangarem sua conformagdo tridimensional ideal durante sua
formacao (Berezovsky et al., 2017). Esse processo € essencial para manter a funcionalidade das

proteinas, uma vez que sua atividade bioldgica esta diretamente relacionada a sua estrutura.
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Depois de simular os resultados no StringDB, usamos o aplicativo Cytohubba, do
programa Cytoscape para realizar trés andlises: o grau de importancia, betweenness e
bottleneck. O grau de importancia avalia a relevancia de uma proteina dentro da rede, sendo
assim, um maior grau tem uma maior chance dessas proteinas serem essenciais (Chin, ef al.,
2014). O betweenness, ¢ uma analise que indica uma proteina como intermedidria de interagdes
entre outras proteinas. O bottleneck representa pontos criticos de interagcdo podendo impactar
nas vias associadas, o que pode limitar ou regular estas interagdes proteina-proteina (Yu et al.,
2007).

Nas redes de grau de importancia, identificamos proteinas semelhantes em ambos os
grupos: 14 3 3 domain-containing protein, Enolase, Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase e Vitellogenin domain-containing. E outras proteinas destacadas como
importantes também apareceram, porém com menor grau, como: Heat shock protein 70, WAP
domain-containing protein em ambos os grupos; ¢ em PES TD: FABP domain-containing
protein ¢ Galectina, todas discutidas mais a frente. Sendo a enolase, Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, 14 3 3 domain-containing protein e a Heat Shock 70 proteinas
encontradas em outros estudos com rede, como exemplo na pesquisa de Cui et al.,, 2021, na
qual analisa cistos de Taenia solium.

J& nas redes analisando o betweenness, em ambos 0s grupos as proteinas mais
expressivas também foram iguais: 14 3 3 domain-containing protein, Ubiquitin-like domain-
containing protein, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e Vitellogenin domain-
containing protein. Esses resultados indicam que, embora a antibioticoterapia tenha uma
influéncia significativa, ela ndo afetou as atividades metabolicas essenciais do parasito. Isso
reforga a relevancia em nossos achados, pois ha evidéncias de que a adaptacdao metabdlica do
parasito esta mais relacionada a sua capacidade de se ajustar a um ambiente alterado do que a
um impacto prejudicial direto. Esses dados enfatizam a importancia da relagdo parasito-
hospedeiro-microbiota na tricuriase, destacando os mecanismos adaptativos envolvidos.

Nas redes de bottleneck, observamos diferencas, mas com semelhangas importantes. As
proteinas 14-3-3 domain-containing protein, Ubiquitin-like domain-containing protein,
Vitellogenin domain-containing protein e Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
apareceram em ambos 0s grupos entre as cinco com papel mais critico na rede. Nos dois grupos
a HATPase c domain-containing protein também estava entre as mais importantes, destacando
que apenas no grupo PES TD. a actina esteve presente de maneira expressiva em ambos 0s

grupos. Isso poderia acontecer pois a actina ¢ uma das proteinas mais abundantes em eucariotos,
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além de ser uma das proteinas mais que participa de interagdes entre proteinas (Dominguez e
Holmes, 2011).

A proteina 14-3-3 domain-containing protein foi a que teve mais destaque entre todas
essas analises. Ela ¢ conhecida por estar envolvida na regulacao de diversas vias, podem se
quinases, fosfatases e receptores transmembranas (Fu et al.,2000). Os resultados que
encontramos indicam que essa proteina desempenha um papel critico, alinhando-se com as
discussoes presentes na literatura. Além disso, ja foi observado que proteinas com esse dominio
podem ser encontradas em vesiculas extracelulares de Trichuris, reforcando sua importancia
funcional e a potencial agdo em alvos celulares do hospedeiro (Eichenberger ef al., 2018).

Os resultados apresentados indicam que as redes de interacao proteina-proteina dos
grupos PES NTD e PES TD compartilham vérias proteinas de alta centralidade, embora
apresentem diferencas significativas nas ordens de importancia e nas pontuagdes obtidas. A
proteina 14 3 3 domain-containing protein se destacou como a mais influente em ambas as
redes em multiplos critérios (grau de importancia, betweenness e bottleneck), refor¢cando seu
papel potencialmente crucial nas interacdes analisadas.

A Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e a Vitellogenin domain-containing
protein também ja foram descritas em associacdo com vesiculas extracelulares de helmintos
como o proprio Trichuris (Eichenberger et al., 2018). A Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase desempenha diversos papéis em vias metabdlicas, como por exemplo a via
glicolitica (White e Garcin, 2017). A Vitellogenin domain-containing protein também ¢
encontrada em outros parasitos e tem sido investigada como um potencial candidata para o
desenvolvimento de vacinas (Shears et al., 2018).

A Ubiquitin-like domain-containing protein também esta relacionada com a regulagdo
de diversos processos biologicos, como reparacdo de DNA, transcrigdo, ciclo celular, dentre
outros (Hochstrasser, 2009). A HATPase ¢ domain-containing protein est4 relacionada com o
metabolismo de ATP e as histidina quinases, influenciando na transducao de sinais (Capra e
Laub, 2012). E por fim, a actina, que ¢ um dos principais componentes do citoesqueleto,
influenciando diretamente nos processos de motilidade celular, polaridade e formato da célula,
além de estimular a contracdo muscular e regulacdo da transcri¢do (Dominguez e Holmes,
2011).

A consisténcia no aparecimento dessas proteinas em multiplos critérios, bem como sua
conexdo com vesiculas extracelulares, sugere que elas desempenham papéis essenciais na

resposta do helminto ao ambiente, indicando como sdo importantes para sua sobrevivéncia.
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Estudos futuros podem explorar as fungdes bioldgicas especificas dessas proteinas em cada
grupo, bem como investigar seu potencial aplicagcdo no controle de parasitos.

Algumas das proteinas analisadas desempenham papéis fundamentais em diversos
processos intracelulares. No contexto extracelular, sua presenga nos produtos de excregdo e
secrecdo do 7. muris pode estar associada a renovacdo da cuticula ou na atividade
imunomoduladora, resultando na liberacdo dessas proteinas no ambiente. No entanto, algumas
delas, como enolase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), sdo classificadas como
"moonlighting proteins". Essas proteinas exercem fungdes primarias essenciais dentro da
célula, atuando em vias metabdlicas importantes, mas, quando encontradas no meio
extracelular, podem assumir fun¢des secundarias distintas (Satala et al., 2020). A gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase pode apresentar diversas outras fungdes além de participar na via
glicolitica; como por exemplo, pode atuar como regulagdo transcricional, transporte de ferro,
até mesmo imunomodulagdo de células B (Singh e Bhalla, 2020). A enolase também além na
via glicolitica, mas ja foi visto que pode ter acdo de adesinas, evasdo imune, e outras funcdes
em diferentes espécies de bactérias (Singh e Bhalla, 2020).

Muitas das proteinas encontradas em nosso estudo ja foram descritas anteriormente e
como ja discutido, muitas dessas proteinas possuem uma fungdo de modular o sistema imune
do hospedeiro, a funcdo mais estudada dos PES de helmintos (Tritten et al., 2017). Algumas
das proteinas encontradas em nossos resultados que possuem essa fungdo, sdo: galectina
(Tritten et al.,, 2017); Heat Shock (Zininga et al., 2018; Hayon et al., 2021); macrophage
migration inhibitory factor (Santos ef al.,2013); cystatin domain-containing protein (Caraballo
et al., 2021), adenylate kinase isoenzyme 1 (Ionescu, 2019); ShKT domain-containing protein
(Mcneilly et al, 2017); Deoxyribonuclease-2-alpha ou DNase II (Cybulska, 2022);
phosphoenolpyruvate carboxykinase (Santos et al., 2013), Fructose biphosphate aldolase
(Santos et al., 2013), e as SCP domain-containing protein e algumas serpinas, como ja citado
anteriormente. Dentre essas proteinas, as que mais estavam expressas no grupo PES TD, em
comparag¢ao com o grupo nao tratado, foram: macrophage migration inhibitory factor, cystatin
domain-containing protein, adenylate kinase isoenzyme 1, ShKT domain-containing protein,
Deoxyribonuclease-2-alpha e SCP domain-containing protein. Por outro lado, a galectina foi
encontrada com mais abundancia experimental no PES NTD e a Heat Shock 70 se manteve
semelhante entre os grupos. Proteinas Heat Shock sao conhecidas com atuante em situacdes de
estresse, além de poderem agir como imunomoduladoras (Zininga et al., 2018); e ja foi
encontrada em diversos outros estudos com produto de excrecao e secrecdo de Trichuris (Santos

et al., 2013), e ovos nao embrionados do parasito (Cruz et al., 2021). O equilibrio entre os dois
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grupos em relagdo as proteinas Heat Shock traz mais uma evidéncia de que a resposta do
parasito estd mais atrelada a alteracdo do meio do que diretamente na agdo do fairmaco no
parasito.

As nucleases, como a DNase, também podem ter influéncia na composi¢ao da
microbiota bacteriana. Sua principal fungdo ¢ degradar moléculas de DNA, reduzindo a
ativacdo exacerbada de células do sistema imune do hospedeiro (Wang et al., 2021). Esse efeito
pode favorecer o crescimento bacteriano, uma vez que a menor resposta imune pode permitir a
proliferagdo das bactérias no sitio parasitario.

Por outro lado, as nucleases podem interferir em certas interagdes bacterianas,
especialmente na formagdo de biofilme. O DNA extracelular desempenha um papel essencial
nesse processo, contribuindo para a estrutura, estabilidade e resisténcia dos biofilmes (Sharma
e Rajpurohit, 2024). Dessa forma, a degradagdo do DNA extracelular pode comprometer a
formagdo e a manutengdo dessas comunidades bacterianas.

Diferentes grupos vém se dedicando ao desenvolvimento de vacinas como estratégia
complementar ao combate as helmintiases. Muitas dessas iniciativas tem utilizado proteinas
especificas que foram identificadas em nossos resultados nos PES do 7. muris. Dentre essas
proteinas, destacam-se as do tipo WAP (Whey Acidic Protein domain), amplamente expressas
em espécies do género Trichuris, que foi originalmente descrita no leite de mamiferos. Proteina
WAP desempenha fung¢des antimicrobianas, regula a atividade de proteases (Li ef al., 2013) e
possivelmente na imunomodulagdo, agindo na inibi¢ao de proteases, modulacao da inflamacao
e cicatrizagdo principalmente de regides de mucosas (Wilkinson, et al., 2011; Wainwright e
Shears, 2022). Em um dos estudos sobre desenvolvimento de vacinas, a proteina recombinante
do tipo WAP, denominada Tm-WAP49, com peso molecular de 49 kDa, foi testada em
camundongos e demonstrou resultados promissores, alcancando 48% de protecdo contra 7.
muris (Briggs et al., 2018). Além disso, outros grupos estdo investigando proteinas com
dominio WAP como potenciais candidatas para vacinas (Wainwright e Shears, 2022).

Além dessas proteinas, estudos destacam o fator inibidor de migra¢do de macréfagos
(MIF), proteina com propriedades imunomoduladora atuando na inibi¢do da migracdo de
linfocitos para os tecidos (Santos et al., 2013). Trabalhos prévios com Trichinella spiralis,
nematoide tricurideo e que também apresenta banda bacilar, mostraram resultados positivos ao
testar essa proteina com atividade protetora para infec¢do, sendo também uma candidata em
potencial para o desenvolvimento de vacina (Tang et al, 2011). Nesta mesma linha, outra
candidata forte ¢ a fosfatase 2A (PP2A), uma enzima envolvida na digestao e metabolismo de

fosfolipideos; sinalizagdo da transdugdo e na defesa contra o hospedeiro, possuindo um papel
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antimicrobiano, em mamiferos se localiza principalmente nas células de Paneth, no instestino,
e nas cé¢lulas de Kupffer no figado (Mukarami, 1997). Experimentos anteriores testaram a PP2A
em Haemonchus contortus, nematoide parasito de ruminantes, e também em Teladorsagia
circumcincta, outro nematoide parasito de caprinos e ovinos. Os resultados foram promissores,
sugerindo que a PP2A também pode ser explorada como uma possivel candidata para vacinas
contra Trichuris e outros nematoides (Hayon et al., 2021).

Existem diversos estudos que usam proteinas do produto de excregao e secrecdo como
alvo de vacinas como visto anteriormente. Ao funcionarem como alvos da vacina, muitas dessas
proteinas, que sdo importantes na migracao, penetragdo, reproducdo, nutri¢ao e defesa contra o
hospedeiro poderiam ser alvos dessas vacinas (Asmaa et al., 2020). Esses sdo alguns exemplos
de proteinas que sdo essenciais para a sobrevivéncia dos helmintos, como alvo serdao
degradadas, impedindo o prosseguimento de seus ciclos de vida.

Os peptideos de sinal ¢ um termo usado para curtas sequéncias de peptideos que ficam
na regido N-terminal e determinam a via de secre¢do e o local alvo onde as proteinas exercer
sua funcdo (Hajar Owji et al., 2018). Essa analise da presenca ou ndo desse peptideo permite
compreender a relacdo de determinadas proteinas com vesiculas extracelulares, uma vez que,
os peptideos de sinal sugerem que especificamente estas proteinas dos PES estariam atreladas
ao processo da secrecao por vesiculas. As proteinas encontradas em nossos experimentos, € que
ja foram identificadas em vesiculas extracelulares, foram: 14 3 3 domain-containing protein,
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, Vitellogenin domain-containing protein, SCP
domain-containing protein, Heat shock 70, actina, j& citadas anteriormente, aminopeptidase,
Rab GDP dissociation inhibitor, Intermediate filament protein, Triosephosphate isomerase,
Fructose bisphosphate aldolase class I.

As aminopeptidases sdo enzimas que promovem a quebra de aminoacidos da
extremidade amino-terminal de diversas proteinas (Taylor, 1993); sendo de extrema
importancia na digestao, degradacao de outras proteinas e regulagdo de diversas vias. J4 a Rab
GDP dissociation inhibitor sdo proteinas que vao promover a regulagao de Rab GTPases, estas
nas quais sdo enzimas cruciais para formagao correta de vesiculas, além de garantirem que
cheguem no sitio alvo (Stenmark, 2009). A intermediate filament protein A tem uma funcao
estrutural, participando da composicao do citosesqueleto (Goldman, 2011). A triosephosphate
1somerase € a fructose bisphosphate aldolase, desempenham um papel importante na glicdlise,
sendo essenciais para uma produgdo eficiente de energia (Helfert ef al.,2001; Lorentzen et al.,

2005).
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As mais abundantes em PES NTD foram: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
Heat shock 70, actin, aminopeptidase, Triosephosphate isomerase. Enquanto em PES TD
foram: SCP domain-containing protein, 14 3 3 domain-containing protein, Vitellogenin
domain-containing protein, Heat shock 70, actin, Rab GDP dissociation inhibitor, Intermediate
filament protein, Fructose bisphosphate aldolase class 1. Sendo assim, ja que o PES TD
apresenta um numero maior de proteinas com esses dominios, ¢ possivel inferir que a
quantidade de vesiculas nesse grupo também seja mais elevada, sugerindo uma resposta mais
complexa pelo helminto.

Diante disso, a atividade proteica via o direcionamento por vesiculas extracelulares ¢
muito mais poderosa em relagdo ao seu potencial atividade nas células alvo. Sabidamente as
glandulas bacilares promovem um contato direto entre o tecido do parasito e as células epiteliais
do hospedeiro (Tilney et. al., 2015; Lopes-Torres., 2020) e evidéncias mostram que vesiculas
podem estar associadas as glandulas bacilares (Lopes Torres et al., 2013; Lopes-Torres et al.,
2020). Associando estes resultados, sugerimos que as aminopeptidases, com sua funcdo de
clivar aminoacidos da extremidade amino-terminal de proteinas, desempenham um papel
crucial no parasitismo de nematoides do género Trichuris, contribuindo para a digestdo de
proteinas do hospedeiro e a modulagdo do ambiente tecidual durante a penetragdo e migracao
tecidual. A presenca de Rab GDP dissociation inhibitors, reguladoras de Rab GTPases, ¢
fundamental para a formacdo e transporte eficaz de vesiculas, assegurando a entrega de
moléculas essenciais ao sitio alvo no processo de invasdo e reorganizagdo tecidual. A
intermediate filament protein A, com sua fun¢do estrutural no citoesqueleto, pode estar
associada a adaptacao e estabilidade celular do parasito, permitindo sua integracao ao tecido do
hospedeiro, na formagdo e manutengdo dos tuneis sinciciais. J& a triosephosphate isomerase e
a fructose bisphosphate aldolase, participantes da glicolise, sdo essenciais para garantir a
producdo de energia necessaria para sustentar os processos metabolicos envolvidos tanto na
invasao, formac¢ado dos tineis sinciciais € na imunomodulag¢do promovida pelo parasito. Assim,
podemos inferir que as vesiculas extracelulares destes parasitos sdo importantes para os
processos de nutri¢do, produgdo de energia, imunomodulacdo e regulagdo do estresse.

Outras proteinas encontradas possuem papéis de destaque, como por exemplo a protein
disulfide isomerase, encontrada em ambos os grupos, que ¢ uma enzima que ajuda na
formagao/correcdo de ligacdes dissulfeto em diversas proteinas, processo importante para que
estas se estruturem em sua forma tridimensional e possam realizar suas fungdes (Cao et al.,
2014). Essas proteinas também podem promover uma atividade antioxidante, podendo proteger

o nematoide de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pelo sistema imune do
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hospedeiro, ajudando no estabelecimento do parasitismo (Wang et al, 2021). A
Deoxyribonuclease II (DNase II) foi mais expressa no grupo PES TD, essas sdo enzimas que
desempenha um papel importante na permanéncia dos helmintos no intestino, especialmente a
DNase Ila, ja que sua principal fungdo ¢ de promover a degradacdo de moléculas de DNA
derivadas de células mortas. Ao realizar essa quebra, a DNase II previne respostas pro-
inflamatérias excessivas, reduzindo a ativagdo exacerbada do sistema imunologico do
hospedeiro, o que beneficia o parasito a criar um ambiente favoravel para sua sobrevivéncia
(Wang et al., 2021).

Outros estudos mostraram que a infeccdo provocada por Trichuris spp. € outros
helmintos altera a microbiota do hospedeiro. Este pode ser um impacto em decorréncia da
atividade dos antigenos intrinsecos ao corpo do parasito, de seus metabolitos e, em especial
destaque como consequéncia da atividade das proteinas presentes nos PES, que ja possuem
diferentes fungdes descritas, dentre elas, a atividade antimicrobiana (Abner ef al., 2001; Ashour
e Othman, 2020; Midha et al., 2018; Beyhan, et al., 2023). Holm, 2015, mostrou que bactérias
da microbiota intestinal dos filos Firmicutes, Proteobacteria e Lactobacillaceae aumentam
quando ha diminui¢ao de Bacteroidetes, e isso foi mostrado na tricuriase murina experimental
no periodo entre o 27° e 35° dias de infec¢do. Schachter et al. 2020, também mostraram ao
comparar camundongos infectados com os controles que a microbiota sofre alteragdes, em
destaque as enterobactérias patogénicas, que prevalecem sobre outros grupos, quando o animal
esta infectado. Os dados destes trabalhos mostram que a presenca do 7. muris causa um
desbalanco na microbiota do hospedeiro, diminuindo a diversidade e aumentando a abundancia
de determinados grupos.

Tendo em vista essas mudangas da microbiota, analisamos como alguns grupos de
bactérias se comportavam em contato com o PES, tentando fazer uma associagdo funcional as
proteinas descritas nas andlises protedmica. Foram encontradas diversas proteinas com perfis
antimicrobianos, dentre elas: galectin (Amstalden, 2022), Fibrinogen C-terminal domain-
containing protein (Murakami, et al., 1997, Wang et al., 2004), WAP domain-containing
protein (Amparyup ef al., 2008), ja discutida anteriormente, FABP domain-containing protein
(Tan et al., 2015), cystatin domain-containing protein (Midha et al., 2018), Lactamase B
domain-containing protein (Sulaiman ef al., 2022), Saposin B-type domain-containing protein
e cysteine proteins (Abner et al., 2001). Embora ambos os grupos tenham apresentado um
numero semelhante de proteinas, a maioria delas estava mais expressa no grupo PES TD. Esse
resultado difere da nossa hipdtese inicial, na qual esperdvamos maior abundéncia de proteinas

com atividade antimicrobiana no grupo PES NTD, quando a microbiota estaria completamente
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estabelecida. Esse padrao também foi observado em proteinas imunomoduladoras, que
apresentaram maior abundancia nos animais tratados. Isso sugere que o ambiente intestinal
alterado pelo tratamento pode ter induzido uma resposta metabdlica diferenciada do parasito.
Em resposta a essa alteracdo ambiental, o nematoide parece ter aumentado a producao de
determinadas proteinas, possivelmente como um mecanismo compensatorio para lidar com o
desequilibrio gerado.

Abner et al. (2001) demonstraram que o PES de 7. suis apresenta propriedades
antimicrobianas. Ao realizar experimentos de antibiograma com diversas espécies, incluindo E.
coli, S. aureus e Campylobacter jejuni, foi observado que o PES deste parasita possui atividade
antimicrobiana, tanto contra bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas. Além disso, a
sensibilidade bacteriana ao produto foi proporcional a sua concentragdo, com C. jejuni
apresentando a inibicdo mais significativa. Em nossos resultados de antibiograma ndo
observamos essa atividade. Em nenhuma das bactérias testadas (S. aureus ATCC25923 ¢ E.
coli AB1157) observamos a formagao de halos de inibi¢do ao redor dos discos contendo o PES
de T. muris. Esses achados destacam que ¢ fundamental testar uma maior variedade de espécies
bacterianas e utilizar diferentes concentracdes de PES, considerando que identificamos
proteinas com potencial antimicrobiano, cuja atividade deveria ter sido detectada em nossos
experimentos. Destacamos que, quando analisamos os discos do antibiograma por meio de
MEV, observamos que a cepa de S. aureus, apresentou uma leve alteragdo em seu
comportamento (Figura 11 E-H). As células mostraram uma redu¢@o no padrdo agregativo,
ficando mais dispersas quando em contato com o produto. Esse resultado sugere que, embora o
PES ndo tenha inibido o crescimento bacteriano, ele pode ter interferido na organizagdo ou
interacdo celular, indicando um efeito potencialmente prejudicial para bactéria.

Os resultados da monocamada de células T84 e Caco-2 também demonstraram algumas
mudancas de comportamento de algumas bactérias testadas em contato com diferentes
concentracdes de PES. Na ML, ndo observamos grandes diferencas na avaliacdo quantitativa
nem qualitativa da distribui¢do de bactérias na maioria dos grupos quando a estatistica foi feita.

J& mnos resultados de MEV, observamos algumas mudangas importantes no
comportamento das bactérias. A E. coli 042 pareceu adquirir caracteristicas invasivas quando
exposta a concentragoes elevadas de PES. Ja com a cepa E. coli Dh5[, avaliamos que o produto
aumentou a quantidade de estruturas filamentosas entre as bactérias, sugerindo um potencial de
formagao de biofilme sobre monocamada tecidual. Quando em contato com a monocamada de
Caco-2, observamos que a E. coli 042 também aumentou a quantidade de estruturas

filamentosas entre si, sugerindo que seu perfil agregativo foi potencializado. Nas imagens de
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E. coli Dh51], ndo observamos diferenca em seu comportamento, com exce¢ao quando esta em
contato com PES 5 pg/ml onde aparentemente elas comegaram um processo de invasdo de
células. Esses dados corroboram com estudos anteriores, na qual outros grupos identificaram
que a infecgdo por 7. muris, muda a composi¢cdo da microbiota do hospedeiro; diminuindo a
diversidade, mas aumentando a abundancia de alguns grupos bacterianos especificos (Holm et
al., 2015).

O tratamento do hospedeiro com antibidticos modificou significativamente sua
microbiota intestinal, alterando o ambiente em que o parasito se desenvolve. Em resposta a
essas mudancas, o nematoide apresentou uma produc¢do diferenciada de PES, evidenciada pelo
aumento na producdo, abundancia experimental, complexidade e interacao de determinadas
proteinas. Esse comportamento sugere um mecanismo adaptativo do parasito, possivelmente
visando compensar o desequilibrio gerado no intestino do hospedeiro, garantindo sua

sobrevivéncia e manutenc¢ao do parasitismo
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CONCLUSAO

a) Os produtos de excrecao-secrecao (PES) de Trichuris muris apresentam composicao
proteica complexa e pode ser modulada pela composicao da microbiota intestinal;

b) O tratamento com piperacilina sodica + tazobactam nao interferiu na producgdo de
proteinas associadas ao metabolismo celular fundamental do parasito, mas aumentou
a diversidade/complexidade proteica e a quantidade de proteinas com atividade
imunomoduladora e antimicrobiana;

¢) Os PES impactaram na redugdo do perfil agregativo da S. aureus ATCC25923 e
alteraram o comportamento das bactérias E. coli 042 e E. coli Dh5a em interagao
com monocamada de células T84 e Caco-2;

d) A composicdo da microbiota e a atividade dos PES influenciam no comportamento
de bactérias intestinais, ratificando que a fisiopatologia da tricuriase resulta da

interacao parasito, hospedeiro e microbiota.

Tabelas suplementares:

https://drive.google.com/drive/folders/1sKu-
A18sNTfQYspnoowl EaPTfTAAr2Dq?usp=drive link



https://drive.google.com/drive/folders/1sKu-A18sNTfQYspnoow1EaPTfTAAr2Dq?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1sKu-A18sNTfQYspnoow1EaPTfTAAr2Dq?usp=drive_link
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