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RESUMO

7

INTRODUCAO: A esquistossomose € uma doenca parasitaria considerada um
problema de saude prevalente em paises tropicais em desenvolvimento, sendo o
Praziquantel (PZQ) a droga de primeira escolha para o tratamento. O verme adulto
do S. mansoni reside no limen vascular, apesar disso pouco se sabe sobre a
interacao das células endoteliais com o verme adulto e a participacao dessas células
durante a progressao ou protec¢do na infec¢do. Além disso, ainda nao foi avaliada a
expressdo de genes antioxidantes por essas células durante a esquistossomose e
apos o tratamento. OBJETIVO: Avaliar a expressdo de genes antioxidantes em
células HUVEC cultivadas com vermes adultos de S. mansoni e expostas ao
tratamento, bem como a capacidade de sobrevivéncia de vermes cultivados com
HUVEC e expostas a agentes oxidantes. METODOLOGIA: Os nomes dos genes,
enzimas e substratos utilizados nesse trabalho foram apresentados de forma
codificada para manter sigilo por se tratar de informacdo sensivel para inovacao.
Células HUVEC foram cultivadas e desafiadas com vermes adultos do S. mansoni e
submetidas ao tratamento com PZQ nos tempos de 1, 3 e 6 horas. Apés o desafio,
foi realizada a extracdo de RNA utilizando trizol. Em seguida, foi realizada a reacéo
de qPCR de genes antioxidantes. Para avaliar a capacidade de sobrevivéncia dos
vermes adultos frente ao estresse oxidativo, foi realizado o cultivo de vermes adultos
com o agente oxidante OX e vermes adultos com OX na presenca de HUVEC. Os
vermes foram avaliados por microscopia Optica. RESULTADOS: Células HUVEC
apresentaram aumento na expressao dos genes antioxidantes aOX-A e aOX-B
guando desafiadas apenas com o PZQ. Além disso, foi interessante notar que 0s
vermes adultos ndo foram capazes de induzir ou suprimir 0s genes antioxidantes
avaliados, com excecdao do aOX-E, o qual teve sua expressdo aumentada
significativamente em células HUVEC apds 6 horas de exposicdo a um casal de
verme adulto. Quando avaliada a capacidade de sobrevivéncia, os vermes adultos
cultivados com células HUVEC e desafiadas com OX apresentaram maior percentual
de sobrevivéncia e resistiram a maiores concentragdes de OX quando comparados a
vermes adultos desafiados com OX sem a presenca das HUVEC. Foi adicionado a
cultura de vermes adultos a proteina antioxidante aOX-E juntamente com o agente
oxidante OX, sendo demonstrando aumento da sobrevivéncia dos vermes também
nessa condicdo mesmo em altas concentragbes de OX. Assim, vermes adultos
cultivados com células HUVEC se comportam semelhante a cultura dos vermes em
que a aOX-E foi adicionada. CONCLUSAO: O verme adulto de S. mansoni parece
induzir as células HUVEC a expressarem mais aOX-E, molécula que esta envolvida
no controle do estresse oxidativo. Tornando dessa forma, um ambiente propicio a
sua sobrevivéncia. Essa informacao pode auxiliar novas abordagens de tratamentos
adjuvantes ao PZQ.

PALAVRAS CHAVE: Schistosoma mansoni; HUVEC; Praziquantel, Estresse
oxidativo
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Schistosomiasis is a parasitic disease considered a prevalent
health problem in tropical developing countries, and the Praziquantel (PZQ) is the
drug of choice for treatment. The adult worm of S. mansoni resides in the vascular
lumen, although little is known about the interaction of endothelial cells with the adult
worm and the participation of these cells during progression or protection from
infection. In addition, the expression of antioxidant genes by these cells has not yet
been evaluated during schistosomiasis and after treatment. AIM: To evaluate the
expression of antioxidant genes in HUVEC cells grown with adult S. mansoni worms
and exposed to treatment, as well as the survival capacity of worms with HUVEC and
exposed to oxidizing agents. METHODOLOGY: The names of the genes, enzymes
and substrates used in this work were presented in a coded form to keep
confidentiality because it is sensitive information for innovation. HUVEC cells were
cultured and challenged with adult S. mansoni worms and subjected to PZQ
treatment at 1, 3 and 6 hours. After the challenge, RNA extraction was performed
using trizol. Then, the qPCR reaction of antioxidant genes was performed. To
evaluate the adult worms ability to survive oxidative stress, adult worms were
cultivated with the oxidizing agent OX and adult worms with OX in the presence of
HUVEC. The worms were evaluated by optical microscopy. RESULTS: HUVEC cells
showed increased expression of the antioxidant genes aOX-A and aOX-B when
challenged only with PZQ. In addition, it was interesting to note that adult worms
were not able to induce or suppress the antioxidant genes evaluated, with the
exception of aOX-E, which had its expression significantly increased in HUVEC cells
after 6 hours of exposure to an adult worm couple . When the survival capacity was
evaluated, adult worms grown with HUVEC cells and challenged with OX showed a
higher percentage of survival and resisted higher concentrations of OX when
compared to adult worms challenged with OX without the presence of HUVEC. The
antioxidant protein aOX-E was added to the culture of adult worms together with the
oxidizing agent OX, demonstrating an increased survival of worms in this condition
even in high concentrations of OX. Thus, adult worms grown with HUVEC cells
behave similarly to the culture of the worms in which aOX-E was added.
CONCLUSION: The adult S. mansoni worm seems to induce HUVEC cells to
express more aOX-E, a molecule that is involved in the control of oxidative stress.
Thus making it an environment conducive to their survival. This information can help
new approaches to adjuvant treatments to PZQ.

KEY WORDS: Schistosoma mansoni, HUVEC, Praziquantel, Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é uma doenca parasitaria considerada um problema de
salude publica presente em paises tropicais e subtropicais, relacionada a pobreza e
mas condi¢Bes sanitarias. E causada por 6 diferentes espécies de trematédeos do
género Schistosoma: S. guineensis, S. haematobium, S. intercalatum, S. japonicum,
S. mekongi e S. mansoni (MCMANUS et al., 2018). No Brasil, a espécie responsavel
pela infec¢do é o Schistosoma mansoni, sendo o caramujo do género Biomphalaria
seu principal hospedeiro intermediario (PEARCE; MACDONALD, 2002; ROWEL et
al., 2015).

O ciclo tem inicio quando ovos viaveis eclodem na agua liberando o miracidio,
gue infecta o caramujo. Apés o desenvolvimento no hospedeiro intermediario, o
parasita chega a fase de cercéaria e € liberado na agua. A infec¢cdo no individuo
susceptivel ocorre quando a cercaria penetra na pele durante o contato com agua
contaminada. As cercarias perdem a cauda e se tornam esquistossdmulos que
chegam a corrente sanguinea e migram para a regido da veia porta hepéatica, onde
amadurecem até vermes adultos e iniciam a ovoposi¢cdo no limen vascular, local
onde os vermes adultos permanecem durante todo o periodo de infeccdo. Os ovos
liberados migram para o intestino para serem eliminados nas fezes, ou podem
alcancar o figado, onde se alojam e desencadeiam uma resposta imunoldgica
prejudicial ao hospedeiro (PEARCE; MACDONALD, 2002; MCMANUS et al., 2018)

Segundo a Organizacdo Mundial de saude (OMS), a esquistossomose afeta
guase 240 milhdes de pessoas em todo o mundo e mais de 700 milhGes de pessoas
vivem em areas endémicas. A maior parte dos casos se concentram no continente
africano, todavia também séo considerados problemas de salde publica em paises
da Asia e América do Sul (Figura 1) (MCMANUS et al., 2018; WHO, 2020a).
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Prevalence of schistosomiasis .
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Figura 1. Distribuicdo da esquistossomose no mundo no ano de 2012 (MCMANUS et al.,
2018).

No Brasil, a esquistossomose é frequente nas zonas rurais dos estados do
Nordeste e Sudeste, sendo Sergipe, Minas Gerais, Alagoas, Pernambuco e Bahia os
estados que apresentam as maiores taxas de prevaléncia (Figura 2) (BRASIL, 2014;
KATZ, 2018).

O Inquérito Nacional da Prevaléncia da Esquistossomose e Geo-helmintoses
(INPEG), publicado no ano de 2018, queria levantar a prevaléncia da
esquistossomose em todo o territério nacional, e foram avaliadas as 26 unidades
federativas e o Distrito Federal. Entretanto, € de extrema importancia considerar a
amostragem realizada no INPEG, as cidades avaliadas foram definidas por sorteio,
excluindo da analise cidades que poderiam apresentar taxas mais elevadas. O
INPEG aponta uma reducdo na prevaléncia da esquistossomose no Brasil, e que
fatores como a urbanizagdo, melhoria no servico de abastecimento de &gua e
saneamento basico, além de tratamentos repetidos em massa nas areas endémicas,
estdo associados a redugdo da prevaléncia. Entretanto, apesar da importante
reducdo da prevaléncia geral, ainda existem regides em que a prevaléncia € alta e
merecem atencao (KATZ, 2018).
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Figura 2. Distribuicdo da prevaléncia da esquistossomose no Brasil. (KATZ, 2018)

Uma das principais formas de controle da eliminagdo da esquistossomose,
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude, consiste no tratamento em
massa da populacdo. O Praziquantel tem sido utilizado com sucesso nos ultimos 30
anos para controlar a esquistossomose em muitos paises (WHO, 2011). Na Africa
Subsaariana, essa estratégia tem mostrado reducdo na esquistossomose (WANG;
WANG; LIANG, 2012). O tratamento em massa com o Praziquantel na China e no
Egito também revelaram resultados significativos nos indices de infeccdo. Além
disso, os resultados sugerem que o tratamento repetido durante a infancia previne

ocorréncia de manifestagdes graves na idade adulta (WHO, 2020b).

1.2 MANIFESTACOES CLINICAS E IMUNOPATOGENESE

A esquistossomose pode manifestar-se clinicamente logo apos a penetracao
da cercaria caracterizando a forma aguda da doenca, e apds de 6 a 8 semanas da
infec¢@o, com aspectos clinicos variados, que representa a forma crénica da doenca

(MCMANUS et al., 2018). A imunopatogénese da esquistossomose sofre influéncia
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direta dos diferentes estagios do parasito (VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2004,
HOKKE; FITZPATRICK; HOFFMANN, 2007).

A esquistossomose aguda é caracterizada por manifestacbes como a dermatite
cercariana e a sindrome toxémica. A dermatite cercariana é originada a partir da
resposta imune inata que desencadeia uma reacao de hipersensibilidade em partes
do corpo que foram expostas a agua contaminada, onde ocorreu a penetracdo da
cercaria (MCMANUS et al., 2018). A sindrome toxémica ocorre entre 2 e 3 semanas
apos a exposicdo, em decorréncia de reages de hipersensibilidade e formacao de
complexos imunes com antigenos liberados pelos esquistossomos durante
passagem pelos pulmdes. Pode ocorrer sintomas como, prostracdo, febre e
também, cerca de um més depois, dores abdominais e diarreia acompanhada de
muco e sangue que coincidem com o comeco da eliminagcdo de ovos nas fezes
(ANDRADE, 2008). Os sintomas geralmente sdo acompanhados de eosinofilia e
infiltrados pulmonares transitérios (LAMBERTUCCI, 1993; RABELLO et al., 1997
DE JESUS et al., 2002; ROSS et al., 2007). A fase aguda cursa com uma marcante
resposta pro-inflamatoria, predominando a resposta de células T auxiliares do tipo 1
(Thl) (DE JESUS et al., 2002).

As manifestacdes agudas normalmente ndo sdo observadas em residentes de
areas endémicas, podendo ser graves e evoluir a 6bito em uma exposi¢ao acidental.
Isso pode ocorrer devido a dessensibilizacdo intrauterina, resultando em menor
resposta imunolégica a antigenos do S. mansoni em bebés nascidos de maes
infectadas ou devido a constante reexposicdo que pode induzir a producéo de IL-10
por células T CD4, resultando em uma resposta imune regulatoria (KING et al.,
1998; SANIN et al., 2015)

Apds a ovoposicdo ocorre a evolugcdo para a forma crbnica da doenca,
podendo manifestar-se na forma intestinal, hepato-intestinal e hepato-esplénica
(ANDRADE, 2008). Os principais danos ocorridos durante a fase crbnica da
esquistossomose sédo a formacdo de granuloma e fibrose hepatica induzida pelos
ovos, que resultam da resposta imune do hospedeiro ao antigeno soluvel do ovo
(SEA). A fase crbnica tem inicio com a transi¢do da resposta Thl para a resposta
Th2, que coincide com a ovoposi¢ao (COLLEY; SECOR, 2014).

O papel da resposta Th2 na imunopatogénese da esquistossomose ainda néo
foi totalmente elucidado. Enquanto alguns estudos tém associado a resposta Th2 a

resisténcia adquirida contra a reinfeccdo com niveis elevados de citocinas Th2,
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eosinofilia e niveis aumentados de IgE especificos, outros trabalhos associam a
resposta Th2 ao desenvolvimento de patologia grave (BRUNET; KOPF; PEARCE,
1999; OLIVEIRA et al., 2012). Em modelo murino foi demonstrado papel protetor da
IL-4 para o hospedeiro, onde camundongos deficientes em IL-4 e em IgE
apresentaram maior carga parasitaria (BRUNET; KOPF; PEARCE, 1999; LA
FLAMME et al., 2001). Por outro lado, estudos também sugerem que IL-4 e IL-13
estdo associadas com o desenvolvimento do granuloma e fibrose hepatica
(CHIARAMONTE et al., 1999; DE JESUS et al., 2004; DE SOUZA RDA et al., 2012).

Existem evidéncias de que nas helmintiases cronicas, principalmente na
esquistossomose, a resposta do tipo Th2 é dita ‘'modificada’, sendo um misto de
resposta Th2 e regulatéria (VAN DEN BIGGELAAR et al., 2000). A IL-10, citocina
com propriedades regulatérias, esta envolvida no equilibrio entre Thl e Th2. Durante
a infeccdo crénica, a producdo de IL-10 reduz os danos colaterais nos tecidos e a
fibrose induzida pela resposta Th2 no figado em resposta a deposi¢cao de ovos de S.
mansoni (GRANT et al., 2011). Entretanto, alguns estudos apontam que a IL-10 e
baixos niveis de IgE contribuem para a susceptibilidade a infeccdo por S. mansoni
(WILSON et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

A IgE € um importante isotipo na protecdo contra a esquistossomose, uma vez
que ela participa da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC)
(GRANT et al., 2011) que ocorrem especificamente quando eosindfilos reconhecem
vermes opsonizados por IgE. Eosinéfilos humanos s&do capazes de degradar
esquistossébmulos in vitro pela acdo de anion superoxido e da atividade da
Peroxidase Eosinofilica (EPO) (KAZURA et al., 1981).

Dessa forma, a producédo de radicais livre de oxigénio é importante na resposta
do hospedeiro contra a esquistossomose. Apesar da resposta imune ter papel
importante na defesa contra o parasito, ainda ndao ha relato de cura espontanea em

humanos ndo submetidos a tratamento medicamentoso especifico.
1.3 TRATAMENTO PARA A ESQUISTOSSOMOSE
A droga de primeira escolha para o tratamento da esquistossomose é o

Praziquantel (PZQ), um derivado da pirazioisoquinolona, que tem se mostrado

clinicamente eficaz contra um amplo espectro de infeccbes por cestodeos e
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trematddeos. O PZQ é eficaz contra todas as espécies de Schistosoma e tem sido
utilizado em tratamentos individuais e em massa (NIH, 2017).

ApOs a administracdo o farmaco é rapidamente absorvido, sendo necessério
ocorrer metabolizacdo hepatica para exercer seu efeito sobre o verme. A taxa de
cura varia entre 67 a 83% dos pacientes com esquistossomose mansoénica, sofrendo
a influéncia da idade do paciente e do nivel de infec¢do (LIU et al., 2011; ZWANG;
OLLIARO, 2014).

O PzZQ atua sobre o verme adulto, especificamente no influxo de céalcio no
parasita, através dos canais de calcio operados por voltagem, levando a contracao
muscular e modificacbes na superficie do tegumento. Porém, alguns estudos
mostraram que o acumulo de calcio por si s6, medido em parasitas mantidos in vitro,
pode nado explicar a atividade esquistossomicida do PZQ (PICA-MATTOCCIA et al.,
2008; NOGI et al., 2009). ModificacGes de superficie desregulando os mecanismos
gue controlam o fluxo de cétions das membranas celulares dos vermes, estimula a
entrada de soédio e inibe a de potassio, ocasionando despolarizacdo nas células do
parasita. Em concentragcdes terapéuticas mais elevadas, o PZQ provoca
vacuolizacdo e vesiculacdo do tegumento de parasitas suscetiveis. Esse efeito
resulta em liberacdo do contetdo do parasita e ativacdo do mecanismo de defesa do
hospedeiro para a destruicdo dos vermes (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

O paciente em tratamento costuma apresentar muitas reacdes adversas, sendo
as mais comuns: inapeténcia, cefaleia, tonturas, dor abdominal, nausea, vémito,
urticaria, erupcdes cutaneas pruriginosas, fraqueza, cansaco e febre. E provavel que
algumas reacdes sejam devidas a morte dos parasitos, mais frequentes em
pacientes com alta carga parasitaria (NIH, 2017).

J& existem alguns relatos de resisténcia ao tratamento, apesar das informacées
ainda serem controversas (FALLON, 1998; WANG; WANG; LIANG, 2012; VALE et
al., 2017). Embora poucos isolados resistentes ao Praziquantel tenham sido
descritos, foram encontrados em muitos focos endémicos, especialmente em paises
africanos como o Egito e Senegal, uma susceptibilidade reduzida a droga em
individuos com esquistossomose mansonica (WANG; WANG; LIANG, 2012). Além
disso, em casos de reinfeccdo, o Praziquantel ndo é efetivo contra
esquistossdmulos, levando ao surgimento de casos refratarios a terapia (PICA-
MATTOCCIA; CIOLI, 2004).
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Assim, a busca de novos farmacos que possam substituir ou complementar a
acdo do Praziquantel é fundamental na tentativa de controle e eliminacdo da
esquistossomose. Os novos farmacos para a esquistossomose devem, além de
apresentar propriedades esquistossomicidas, serem capazes de estimular o sistema
imune a agir contra diversas formas evolutivas do parasito, como por exemplo, a
producao e liberacdo de espécies reativas de oxigénio no local da infeccao, toxico

para diferentes formas evolutivas do verme.

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO NA ESQUISTOSSOMOSE

O estresse oxidativo ocorre em decorréncia do desequilibrio entre a producdo
de espécies reativas de oxigénio e a sua remoc¢ao através de sistemas antioxidantes
(NITURE; KHATRI; JAISWAL, 2014). As espécies reativas de oxigénio (ROS) séo
radicais livres e metabdlitos reativos que contém moléculas de oxigénio com elétrons
que ndo foram pareados, como por exemplo, moléculas Unicas de oxigénio (1032),
radicais livres de oxigénio (O2, ‘OH, HO') e peroxidases (H202 ‘-ROOH) e oxido
nitrico (NO) (CHEN et al., 2015).

O excesso de ROS é prejudicial e afeta 0 metabolismo e estrutura das células,
podendo causar morte celular e desequilibrio entre agentes pr6- e antioxidantes,
resultando no envelhecimento e em inUmeras doencas, dentre elas, as disfun¢bes
vasculares (CHEN et al., 2015). No entanto, sistemas antioxidantes sdo capazes de
eliminar o excesso de ROS, desenvolvendo um papel importante no equilibrio redox,
prevenindo o dano oxidativo.

Uma das vias mais importantes para manter esse equilibrio e combater os
ROS, através de sua capacidade de aumentar a expressdo de genes antioxidantes,
€ a via do fator 2 relacionado ao fator nuclear E2 (Nrf2) (ALMEER et al., 2018). O
Nrf2 é um fator de transcricdo com alta sensibilidade ao estresse oxidativo. O Nrf2
esta localizado no citoesqueleto, adjacente a proteina 1 associada Keapl. Em
condi¢cbes de estresse oxidativo, 0 Nrf2 se dissocia do Keapl e se transloca para o
nudcleo, resultando em sua ligacdo ao elemento de resposta antioxidante (ARE) e na
transcricio de genes que codificam elementos antioxidantes, enzimas
desintoxicantes, proteinas antiapoptoticas e proteassomas (Figura 3) (NITURE;
KHATRI; JAISWAL, 2014).
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Figura 3. Visdo geral da via do Keapl-Nrf2-ARE. O estresse oxidativo faz com que o Nrf2
se dissocie do Keapl e se transloque para o nucleo e se liga ao ARE para induzir a
expressado de genes antioxidantes. Figura adaptada (BELLEZZA et al., 2018)

A via Keapl-Nrf2-ARE regula a expressdao de NADPH, NAD(P)H quinona
oxidorredutase, Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GSR), catalase
(CAT), Superoxido Dismutase 1 (SOD1), Heme-oxigenase-1 (HMOX-1) e
Tioredoxina Redutase (TRX), Todas essas moléculas envolvidas em respostas
frentes a ROS, sendo responsaveis por detoxificar, convertendo ROS em produtos
menos danosos a célula. (AL-SAWAF et al., 2015; CHEN et al., 2015; AHMED et al.,
2017).

A molécula SOD1 é capaz de transformar superéxido, espécie altamente
deletéria, em uma forma menos agressiva a célula, o peréxido de hidrogénio
(TSANG et al., 2014). O GPx e a CAT séo responsaveis pela conversao do perdxido
de hidrogénio em agua e oxigénio. A GSR nao age diretamente na remocédo de
ROS, mas é responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida
(GSH) na presenca de NADPH, tendo como objetivo impedir a paralisagao do ciclo

metabdlico da glutationa, mantendo a homeostase redox (MKOJI; SMITH,;
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PRICHARD, 1988a; ROVER JUNIOR, 2001; LI et al., 2015). A H-MOX1 tem a
funcdo de catabolizar heme em biliverdina, monoéxido de carbono (CO) e Fe (ferro)
(GOZZELINO; JENEY; SOARES, 2010). A tiorredoxina redutase compde o sistema
da Tiorredoxina juntamente com o NADPH e a tiorredoxina e tem como principal
funcdo a reducdo da tiorredoxina, mantendo o ambiente celular reduzido a fim de
impedir 0 estresse oxidativo. O sistema Trx tem mostrado papel importante também
no reparo de DNA e proteinas (LU; HOLMGREN, 2014).

Especificamente durante a infeccdo pelo S. mansoni, ocorre a producao de
ROS por parte dos eosindfilos formando um ambiente desfavoravel a fim de destruir
os vermes adultos (LOVERDE; CARVALHO-QUEIROZ; COOK, 2004). Apés a
infeccdo ocorre a producéo de anion superoxido pela NADPH oxidase associada a
membrana de fagdcitos ativados. A enzima SOD, pela dismutacdo do anion
superéxido, da origem ao peréxido de hidrogénio (H202) o qual € utilizado pela
peroxidase eosinofilica (EPO) para oxidar halogenetos (I-, Br-) (ABDALLAHI et al.,
1999; GHARIB et al., 1999).

O S. mansoni é um verme muito bem adaptado ao seu hospedeiro, sendo a
susceptibilidade a morte por estresse oxidativo dependente do estagio do ciclo de
vida do parasita. Enquanto os esquistossémulos apresentam maior susceptibilidade,
0s vermes adultos apresentam resisténcia a morte por ROS (MKOJI; SMITH;
PRICHARD, 1988a). Para garantir a sua sobrevivéncia no ambiente intravascular, o
verme adulto possui um sistema antioxidante composto por enzimas que reduzem a
atividade de espécies reativas de oxigénio (MKOJI; SMITH; PRICHARD, 1988b).
Essas enzimas também sado secretadas por diversas células do hospedeiro, dentre
elas destacam-se as células endoteliais, as quais apresentam intimo contato com 0s

vermes adultos durante a infeccao.

1.5 CELULAS ENDOTELIAIS NA ESQUISTOSSOMOSE

As células endoteliais compdem uma parte constitutiva do coracdo e das
paredes dos vasos sanguineos. Essas células formam um elo importante com o
sistema imunoldgico (STURTZEL, 2017). No contexto da esquistossomose, as
células endoteliais merecem especial atencédo, uma vez que os vermes adultos ficam
localizados e realizam ovoposi¢cdo no limen vascular, em contato intimo com essas

células. Um bom modelo experimental para estudar a participacdo das células
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endoteliais na patogénese de diversas doencas é o0 uso de células endoteliais da
veia umbilical humana (HUVECS) (PARK et al., 2006; LOPES et al., 2014).

As células endoteliais desempenham uma variedade de papéis importantes no
controle da fungéo vascular. Sdo fundamentais para a homeostase vascular e para
regular eventos fisiol6gicos ou patoldgicos tais como, trombose, angiogénese e
eventos inflamatdrios relacionados com permeabilidade dos vasos, rolamento e
adesao de leucécitos ao endotélio (SHIREMAN; PEARCE, 1996; MICHIELS, 2003;
POBER; SESSA, 2007).

Vérias doencas cardiovasculares tém como inicio a disfuncdo endotelial em
consequéncia do estresse oxidativo presente no ambiente vascular. A via do Nrf2
desempenha um papel crucial na protecdo de células endoteliais contra os danos
causados por ROS. A via do Nrf2 é uma das mais estudadas em células endoteliais
e ha evidéncias de que essa via é um dos mecanismos homeostaticos endégenos
importantes para a protecdo do endotélio no contexto de disfuncdo endotelial (CHEN
et al., 2015).

Na esquistossomose, alguns estudos mostram a interacdo dessas células
diretamente com ovos depositados pelas fémeas de S. mansoni in vitro, ou que ovos
podem se ligar a plaquetas ou a proteinas plasmaticas do hospedeiro, como, o fator
de von-Willebrand que podem auxiliar na ligacdo ao endotélio e ativacao de células
endoteliais (FILE, 1995; WU et al., 2007; DEWALICK et al., 2014). Além disso, ovos
e antigenos de ovos sao capazes de induzir a proliferacdo de células endoteliais in
vitro (FREEDMAN; OTTESEN, 1988). A interacdo do ovo com as células endoteliais
estd envolvida também na formacdo granuloma (SCHWARTZ; FALLON, 2018),
induzindo a angiogénese durante o desenvolvimento de granuloma hepético
(BAPTISTA; ANDRADE, 2005; LEMOS; ANDRADE, 2010). Apesar de haver uma
boa quantidade de estudos mostrando a participacdo das células endoteliais na
esquistossomose, a maior parte deles foca a interagdo dessas células
especificamente com o ovo, e ndo em sua relagdo com o verme adulto.

Durante a infecgéo pelo Schistosoma mansoni pode haver um desequilibrio dos
fatores oxidativos por diversos mecanismos, como a deposi¢cdo de ovos, alteragdes
no ténus vascular e intermediarios imunol6gicos soluveis (DE OLIVEIRA et al.,
2013). Além disso, tem sido bem estabelecido que ocorre o0 estresse oxidativo pela

producdo de ROS na esquistossomose por células do sistema imunolégico na
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tentativa de destruicdo dos vermes (DE OLIVEIRA et al., 2013) e durante o processo
granulomatoso no figado (ABDALLAHI et al., 1999; GHARIB et al., 1999).

Desta forma, nossa hipotese é que as células endoteliais através da producdo
de substéncias antioxidantes relacionados a via Nrf2 frente ao estresse oxidativo

possam favorecer a sobrevivéncia do verme adulto no meio intravascular.
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2 JUSTIFICATIVA

O verme adulto do S. mansoni é bem adaptado ao hospedeiro humano. Até
entdo, a hipétese sobre a capacidade de sobrevivéncia do verme era sustentada por
diversos mecanismos, como, a evasao do sistema imune, capacidade de adesédo de
proteinas do hospedeiro, ou pela inducédo de uma resposta imune mais regulatoria.
Mais recentemente, tem sido estudada a capacidade do verme adulto regular a
expressdo de alguns genes relacionados aos mecanismos de desintoxicagao, o que
parece ser essencial para a protecdo do verme contra o estresse oxidativo

Considerando o habitat intravascular do verme adulto do Schistosoma
mansoni, € de fundamental importancia entender a participacdo das células
endoteliais durante a infeccdo. Apesar da existéncia de investigacdes sobre a
interacdo parasito-hospedeiro envolvendo células endoteliais, ainda ndo ha estudos
sobre a interacdo do verme adulto com o endotélio. Além disso, ainda ndo foi
avaliada a expressdo de genes antioxidantes por essas células durante a
esquistossomose. Dessa forma, o conhecimento gerado com esse estudo pode
contribuir com o entendimento da participacédo dessas células no balanco oxidativo e
atuacao das células endoteliais na protecao ou progressao da doenca.

Apesar de haver tratamento para a esquistossomose, e 0 Praziquantel
apresentar consideravel eficacia, deve-se levar em consideracdo 0 aspecto
endémico e a constante reexposicdo ao verme ap0s o tratamento, 0 que requer
tratamentos repetidos em individuos residentes em areas endémicas. Além disso,
alguns estudos apontam para falha terapéutica do PZQ. Diante disso, 0
conhecimento gerado com esse estudo pode auxiliar na busca novos farmacos para
o tratamento desta doencga, como também a combinacdo de quimioterapicos com o
intuito de aumentar a eficacia do tratamento, como também diminuir a dose, visando

reduzir efeitos colaterais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de genes antioxidantes em células HUVEC expostas a verme
adulto do S. mansoni e sua capacidade de proteger o parasita da morte em meio
com ROS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a expressao génica de agentes antioxidantes em células HUVEC
expostas ao verme adulto do S. mansoni;
2. Avaliar a capacidade de sobrevivéncia do verme adulto do S. mansoni junto

as células endoteliais apos estresse oxidativo;

Nota de Esclarecimento

Por tratar-se de informacé&o sensivel em que o conhecimento obtido através da
realizacdo desse estudo pode gerar um produto ou proposta para a reformulacdo de
farmaco, as informacbes referentes aos genes, enzimas e substratos avaliados
serdo apresentadas de forma codificada.

Os genes dos agentes antioxidante avaliados nesse estudo serdo
representados da seguinte forma nesse documento:

e Gene do agente antioxidante A — aOX-A
e Gene do agente antioxidante B — aOX-B
e Gene do agente antioxidante C — aOX-C
e Gene do agente antioxidante D — aOX-D
e Gene do agente antioxidante E — aOX-E
A enzima codificada pelo gene aOX-E sera representada como aOX-E.
O substrato da enzima aOX-E sera representado apenas como OX, por ser

este o substrato também de outras enzimas avaliadas nesse estudo.
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4 METODOLOGIA

4.1 MANUTENCAO DO CICLO DO S. MANSONI

A manutencéo do ciclo do S. mansoni no moluscario do Instituto Gongalo Moniz
(IGM) é gerenciada pela equipe do Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX),
hoje coordenada pelo pesquisador Dr. Ricardo Riccio Oliveira (Protocolo CEUA
010/2019). Para a manutencao do ciclo do S. mansoni, além de um biotério com
disponibilidade de roedores susceptiveis, € necessario também um moluscario onde
sdo mantidos caramujos do género Biomphalaria, hospedeiro intermediario do S.
mansoni.

No inicio do desenvolvimento desse projeto, o ciclo tinha sido interrompido,
sendo entdo essa a primeira etapa antes da realizacdo dos experimentos
subsequentes. Inicialmente foi realizada a reorganizacdo do espaco do moluscério e
tentativas de obtencéo de espécimes de parasito viaveis para a retomada do ciclo do
Schistosoma, assim como viagens a campo para coletas de caramujos. Foi realizada
coletas de caramujos no municipio de Salvador, junto com a equipe do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ), e viagens a area endémica, no municipio do Conde
(SISGEN-AE75ADF), em busca de caramujos infectados, ambas tentativas sem
sucesso. Assim, foi iniciada uma colaboracdo com o Instituto René Rachou (Fiocruz,
MG), que cederam gentilmente figados de hamsters contendo ovos viaveis do S.
mansoni e 300 caramujos susceptiveis, livres de infeccdo, para a retomada do ciclo
no IGM. No moluscario do IGM, metade dos caramujos foi destinada a reproducéo e
a outra metade para infecgcéo pelo S. mansoni.

Os figados de hamsters recebidos foram triturados em liquidificador com
solucdo salina 0,9%, em seguida, foi filtrado com auxilio de gaze dobrada e
transferido para um calice opaco de 1L. Apds a transferéncia, completou-se o
volume para 1L com solucéo salina 0,9% e o material foi mantido em repouso por 30
minutos para sedimentacdo. Em seguida, foi realizada uma lavagem com salina, e
mais duas lavagens com agua filtrada, com repouso de 20 minutos entre elas. Apés
a Ultima lavagem, o sedimento foi transferido para um baldo volumétrico opaco
(translucido na ponta), completado com agua filtrada e expostos a luz artificial por 15
minutos para induzir eclosdo dos ovos e liberacdo dos miracidios. Apés 15 minutos

de exposicdo a luz, foi coletada a parte mais superficial da solucdo, onde estariam
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concentrados os miracidios. A contagem de miracidios foi realizada em placas de
vidro escavadas com auxilio de lugol.

Para a infec¢do dos caramujos, 150 moluscos foram submetidos a infeccdo em
massa. Para isso, foram divididos em 3 béqueres, e apds a contagem, a solugcéo
contendo os miracidios foi igualmente distribuida em cada béquer, mantendo a
proporcao de 10 miracidios por caramujo. Em seguida, os caramujos foram expostos
a luz por 4 horas, e entédo foram acondicionados em um aquario.

Apdés 6 semanas de infeccdo, foi realizada a eliminagdo de cercérias. Os
caramujos foram distribuidos em pocos da placa de 12 pocos contendo 2 ml de agua
filtrada, e expostos a luz por aproximadamente 1 hora. Em seguida, os caramujos
foram devolvidos aos aquarios e os pocos foram examinados com o auxilio de uma
lupa. A solucdo contida nos pocos, positivas para a presenca de cercarias foram
transferidas para um recipiente. Em seguida, a fim de concentrar as cercarias,
utilizando o fototropismo caracteristico, a solucdo contendo as cercarias foi
transferida para uma proveta opaca com a parte superior exposta a luz por
aproximadamente 15 minutos. Decorrido o tempo, foi coletada a parte mais
superficial da solucdo, onde concentrava-se a maior parte das cercarias. Entéao, foi
realizada a contagem de cercérias, seguindo o mesmo procedimento para contagem
de miracidios. Para dar continuidade ao ciclo, foram utilizadas fémeas de
camundongos Swiss Webster, pesando entre 18 a 30g. A infeccéo foi realizada com

uma injecdo subcuténea contendo 100 cercarias.

4.2 OBTENCAO DE VERMES ADULTOS

Apéds 6 a 8 semanas de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados por uso
de dose letal do anestésico Thiopental, cedido pelo biotério do IGM, na
concentracdo de 833 mg/kg administrado intraperitonealmente. Os vermes adultos
do S. mansoni foram obtidos a partir do processo de perfusdo pelo sistema porta
com solugédo salina 0,9% com 3% de citrato de sodio (PELLEGRINO, 1956;
SMITHERS; TERRY, 1965).

Para isso, foi realizada uma incisdo no abdome do camundongo, cortando
assim a pele, peritbnio e caixa toracica, expondo as visceras e o coracdo. Durante a
perfusdo os camundongos ficaram suspensos sobre uma placa de petri e 0 processo

se deu pela exposicdo da veia porta com uma pinga e o rompimento dela, realizada
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perfusdo do coracdo aplicando no ventriculo a solugcéo salina. Apos isso, 0S vermes
que ficaram depositados na placa de petri foram transferidos para outra placa
contendo meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies Australia Pty Ltd, Mulgrave,
VIC, Australia).

Em seguida, foi realizada nova passagem dos vermes para outra placa de
RPMI, e entdo, os vermes foram transferidos para placa de 96 pocos de fundo chato,
e foram avaliados utilizando um microscopio invertido e classificados quanto a
viabilidade e ao sexo, sendo selecionados para 0s experimentos subsequentes

apenas vermes viaveis, de ambos 0s sexos.

4.3 MANUTENCAO DA CULTURA DE CELULAS HUVEC

As células HUVEC de linhagem imortalizada foram cedidas pela pesquisadora
Dra. Marilda Goncalves, do Laboratoério de Investigacdo em Genética e Hematologia
Translacional (LIGHT) do IGM.

As células foram obtidas congeladas, na concentracdo de 1x10° células/ml em
solucdo de congelamento DMSO (10%) e Soro Fetal Bovino (40%) e meio RPMI
(50%). O criotubo contendo as células foi descongelado com auxilio de agua
destilada aquecida a 37°C, até que restasse um minimo da fase sdlida, e levado
para o fluxo laminar, onde o contetdo foi transferido para tubo cénico de 15ml
contendo meio RPMI preparado com 1% de PenStrep (10.000U/ml de penicilina e
10.000ug/ml de estreptomicina; Gibco, Nova York, NY, USA). Em seguida, o tubo foi
centrifugado a 800 rpm por 4 minutos a 21°C, e o pellet de células foi ressuspendido
em 1ml de soro fetal bovino (Gibco, Nova York, NY, USA), e transferido para uma
garrafa de cultura contendo meio RPMI 1640, preparado com 1% de PenStrep,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de Glutamina e Hepes (GH). As
garrafas foram mantidas em estufa imida a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2, e 0
meio de cultura foi trocado a cada trés dias.

Quando as células ja tinham atingido confluéncia, foi realizado o processo de
expansdo. Resumidamente, a garrafa foi lavada trés vezes consecutivas, com
tampdo PBS 1X (estéril e em temperatura ambiente). Apds a realizagdo da ultima
lavagem, foi adicionado 1ml de tripsina 0,25% EDTA 1X (Gibco, Nova York, NY,
USA), seguido de incubacéo durante 5 minutos a 37°C em estufa com 5% de CO..

Apoés este periodo, o dobro do volume de meio suplementado foi adicionado para
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inativar a tripsina. Em seguida, todo o conteudo foi transferido para o tubo conico
contendo 7ml de PBS 1X e centrifugado a 800 rpm por 4 minutos a 21°C. O pellet
das células foi ressuspendido em meio RPMI completo e as células foram entédo
redistribuidas em até 4 garrafas novas para a manutencdo da cultura (Figura 4).

Para a realizacéo dos ensaios, as células foram utilizadas entre a 32 e 5 expansao.

- Centrifugadas a 7 Expansdo
800rpmad’ a ml - Centrifugadas a celular
HUVEC 134 21°c 800 rzp{lzca 4a —
,
congeladas
1x10 6 céls/ml
foram

descongeladas

12— - Ressuspendidas — R -
mie 12— - Ressusg
g ommee e el\r:a::t\:faas Ao atingir “nd em meic RPMI
s—1] 37°C. 5% CO confluéncia na ‘ —H suplementado
1l § : garrafa: 1

’__:': -‘Tmca ,de - Lavagem com Lo

6,3:_ meio reallz.ada PBS 1X -
T 3 cada 3 dias - Descoladas |/ Eg-:.

com Tripsina 5"

Figura 4. Esquema das etapas de manutengéo de HUVEC.

As células previamente cultivadas em garrafas foram removidas utilizando 1ml
de tripsina 0,25% EDTA 1X (Gibco, Nova York, NY, USA). A tripsina foi inativada
utilizando o meio RPMI completo e a suspensao de células foi coletada e transferida
para um tubo coénico de 15ml contendo 7ml de PBS 1X e centrifugadas a 800 rpm
por 4 minutos a 21°C. Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o pellet
de células ressuspendido em 1ml de RPMI suplementado, seguido de contagem de
células em camara de Neubauer. A contagem foi realizada usando azul de Tripan
0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para excluir da contagem as células nao
viaveis. As células foram entéo redistribuidas para os poc¢os da placa de fundo chato
de 12 pocos na concentracdo de 1x10° células/ml com 800uL de meio RPMI
completo, e foram acondicionadas em estufa a 37°C e 5% de CO2, até que as
células aderissem e a placa apresentasse confluéncia de 80% nos pocos (Figura 5).

Apds 24 horas de cultivo, os desafios foram adicionados.
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Figura 5. Esquema das etapas do plaqueamento de HUVEC.

4.4 DESAFIO DE CELULAS HUVEC

Os experimentos foram realizados em 5 condicBes diferentes. A primeira
condicdo foi uma cultura apenas com HUVEC, utilizada como controle negativo. Na
segunda condicdo, células HUVEC foram desafiadas com um casal de vermes
adultos. A terceira condi¢édo foi a adicdo de 5,15 pM de Praziquantel (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004) diretamente sobre as células
HUVEC. A guarta condicao foi a cultura de HUVEC com o casal de verme adulto na
presenca de Praziquantel. A quinta condic&o foi a cultura de HUVEC desafiada com
LPS, como controle positivo. Todas essas condi¢gdes foram realizadas em pocos da
placa de 12 pocos, em triplicata, sendo repetido cada experimento pelo menos por
trés vezes (Figura 6).

Cada uma dessas condi¢bes foi mantida em cultura por diferentes tempos, a
saber: 1h, 3h, 6h e 24h. Em todos esses pontos foi coletado o sobrenadante. E para
0 gPCR, o RNA foi extraido nos tempos de 1h, 3h e 6h.
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Figura 6. Esquema de placas utilizado para a realizacdo dos experimentos para a extragdo
de gPCR.

4.5 EXPRESSAO DE GENES ANTIOXIDANTES POR PCR EM TEMPO REAL

Para a avaliacdo do estresse oxidativo foi extraido mRNA utilizando reagente Trizol
(Life Technologies TM, Carlsbad, CA, EUA). Apés o tempo de cultura, foi realizada a
retirada do sobrenadante e armazenado em freezer -20°C. Em seguida, foi
adicionado aos pocos da placa 500ul de Trizol, e o conteido de cada poco foi
transferido para um microtubo identificado e armazenado no freezer -80°C. No dia
da extracdo, apos o descongelamento, foi adicionado a cada tubo, 100ul de
Cloroférmio e os tubos foram homogeneizados por inversdo 10 vezes e foram
deixados em repouso durante 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, 0s
tubos foram levados para a microcentrifuga por 15 minutos a 12.000 RPM a 4°C.
ApoOs isso, o0 sobrenadante foi coletado e transferido para outro tubo identificado,
cada tubo foi entdo homogeneizado por inversao. Em seguida, os tubos foram entéo
levados ao freezer -80°C por no minimo uma hora. Decorrido o tempo, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 RPM a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e entdo foi adicionado a cada tubo 500ul de etanol
70%. As amostras foram novamente centrifugadas por 5 minutos a 7.500 RPM a
4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o tubo foi deixado invertido por
aproximadamente 10 minutos até que secar o pellet. Entdo, o pellet foi
ressuspendido em 20ul de agua ultrapura e as amostras foram armazenadas em
freezer -80°C.A quantidade e a pureza do RNA extraido foram examinadas pelo

NanoDrop.
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A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada com 250 ng de RNA total
usando o Kit de Transcricdo Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Applied
Biosystems TM, Foster City, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.
As condicdes utilizadas foram 25° C por 10 minutos, 37° C durante 120 minutos, 85°
C durante 5 minutos, finalizando com 4°C. O cDNA obtido foi ressuspendido em
agua livre de RNAse, aliquotado e estocado em freezer a -20° C.

A andlise da expressdo génica foi avaliada por meio de PCR em tempo real
(gPCR) em placas dticas de 96 pocos, com duplicatas para as amostras, em um
equipamento de PCR em Tempo Real ABI 7500 (Applied Biosystems TM, Foster
City, CA, EUA) para genes antioxidantes avaliados nesse estudo e o gene enddgeno
HPRT, com a utilizacdo do reagente SYBR-Green PCR Master MIX (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

As condi¢des padrdo de gPCR foram as seguintes: 10 min a 95° C, seguido por
40 ciclos a 95° C por 15 s e 60° C por 60 s. Apds a amplificacdo e curva de
dissociacao, os valores do ciclo limiar (Ct) foram obtidos com o auxilio do programa
operacional do sistema 7500™ (Applied Biosystems, EUA). Os niveis de expressao
foram normalizados com o controle endégeno, o gene, HPRT, e os valores de
expressado relativa ddCt, foram calculados utilizando como amostra calibradora a

mediana dos controles nao-tratados.

4.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE SOBREVIVENCIA DOS VERMES
ADULTOS DE S. MANSONI

Para os ensaios utilizando o PZQ foi realizado um teste para a determinacao
da DL50. Um casal de vermes adultos foi desafiado com diferentes concentracdes
do PZQ (1,287uM, 2,575uM, 5,15uM, 10,3uM) e colocado na estufa a 37°C e 5% de
COz2 por 24h. Apés o tempo de incubacgéo, os casais foram observados com o auxilio
de um microscopio invertido para avaliacdo de viabilidade. Esse experimento foi
realizado em quadruplicata, sendo repetido por duas vezes. Os critérios utilizados
foram a motilidade e integridade do tegumento, sendo classificados em scores que
variaram de 0 a 3 (LOMBARDO et al.,, 2019). O score 0 significa morte e foi
determinado quando o tegumento estava completamente enegrecido e 0s vermes
com auséncia de motilidade. O score 1 foi determinado quando o tegumento estava

enegrecido, mas os vermes apresentavam baixa motilidade e comprometimento de
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ventosa oral e ventral, geralmente apresentam-se destacados do fundo do poco. O
score 2 determinava tegumento pouco integro e alguma motilidade. O score 3
determinavam vermes totalmente viaveis, com tegumento integro e bastante
motilidade. A presenca de ovos nos pogos também é um sinal de boa viabilidade
(Tabela 1). A determinacdo dos scores foi feita por 2 observadores de forma
independente, e quando havia discordancia era realizada uma nova observacao até
chegar a um consenso. Foi determinada a concentragéo de 5,15uM de PZQ como a
DL50.

Foi avaliada também a capacidade de sobrevivéncia dos vermes adultos apos
exposicao a estresse oxidativo em trés modelos. O primeiro modelo foi a cultura de
um casal de verme adulto do S. mansoni, sem a presenca de HUVEC, em meio
RPMI suplementado com a adicéo de 5 diferentes concentra¢cdes do agente oxidante
OX (100uM, 200uM, 400uM, 800uM e 1600uM). O segundo modelo utilizado foi a
cultura de células HUVEC com um casal de verme e diferentes concentracdes de
OX (100uM, 200uM, 400uM, 800uM e 1600uM). O terceiro modelo foi a cultura de
um casal de vermes em meio RPMI suplementado com a adi¢do das 5 diferentes
concentracfes de OX e a adicao do agente antioxidante aOX-E. Todos os modelos
testados foram incubados em uma estufa a 37°C e 5% de CO:z por 24h e foram
realizados em quadruplicata sendo o experimento repetido por duas vezes.

ApOs a incubacgédo, os vermes foram avaliados quanto ao score utilizando os

mesmos critérios do ensaio com o PZQ.

Tabela 1. Descricdo do estado de sobrevivéncia dos vermes por score.

Score Descricao

0 Vermes mortos, apresentando tegumento escurecidos e a motilidade
das ventosas ventral e oral est4 ausente.

Vermes apresentando tegumento enegrecido, mas apresentavam
baixa motilidade e comprometimento de ventosa oral e ventral.

2 Vermes apresentando tegumento pouco integro e alguma motilidade.
Vermes que apresentam motilidade, sem alteragcdes na morfologia,
transparéncia e tegumento intacto, ventosas ventral e oral ativas. A
presenca de ovos nos pogos também é considerada bom critério para
viabilidade.

1
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Figura 7. Representagao dos scores de viabilidade dos vermes.
A. Vermes classificado com score de viabilidade 0 apresentando tegumento enegrecido e

auséncia de motilidade. B. Vermes classificados com score 1 apresentando
comprometimento de ventosa oral e ventral, tegumento enegrecido e baixa motilidade. C.
Verme classificado como score 2 apresentando tegumento prejudicado, mas com alguma
motilidade e ventosa oral ativa. D. Casal de vermes classificados com score 3 apresentando
boa motilidade, ventosas ativas e presencga de ovo no poco (circulado).

4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (HUVEC)

A resazurina tem sido amplamente utilizada como indicador de viabilidade
celular. A viabilidade celular determinada pela resazurina configura um ensaio
metabdlico, pois envolve a atividade de enzimas mitocondriais, como a NADH
desidrogenase, e sao provavelmente responsaveis pela transferéncia de elétrons de
NADH para a resazurina, reduzindo entdo a resorufina. Essa reacdo sofre uma
mudanca na coloracado do composto de azul para rosa (BORRA et al., 2009).

Foi realizado um ensaio utilizando o sal de resazurina de sddio (Sigma-Aldrich,
San Louis, MO, EUA) para avaliar a viabilidade das células HUVEC apés o desafio
com o0 agente oxidante OX nas diferentes concentracbes utilizadas nos
experimentos, com o agente antioxidante aOX-E e com o PZQ.

Para os ensaios de viabilidade, foram utilizadas 2x10* células/poco em placa
de 96 pocos de fundo chato. Apés o plaqueamento, as células foram mantidas em

estufa até atingirem confluéncia de pelo menos 80%. ApoOs isso, foram adicionados
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os desafios, em triplicata. Em seguida a placa foi acondicionada em estufa a 37°C e
5% de CO:2 por 24h. O sobrenadante de cultura foi entdo cuidadosamente removido
e as ceélulas foram lavadas duas vezes com PBS 1X. A lavagem foi realizada com
cautela a fim de manter as células aderidas. Por fim foi acrescentada a cada poc¢o
200 pl de resazurina 1x. Células ndo desafiadas foram utilizadas como controle
positivo de viabilidade. Como controle de morte foram utilizados po¢cos somente com
a resazurina, enquanto pogos contendo apenas o meio RPMI foram utilizados como
0 branco da reacao.

ApoOs a adicao da resazurina, a placa foi transferida para estufa umidificada (37
°C, 5% de CO2) e a mudanca de coloracdo de azul ciano para rosa foi monitorada a
cada hora. Aproximadamente 4h apos a adicdo da resazurina, a conversao estava
proxima aos 100% e a reacdo foi parada. A leitura foi realizada utilizando leitor de

microplacas de 96 pocos em comprimentos de onda de 570 e 600 nm.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as reacbes de PCR, a comparacdo dos resultados obtidos para cada
gene entre os grupos foi realizada pelo teste ANOVA e foi realizado o pos-teste de
Dunns. Os dados definidos matematicamente como “outliers” foram excluidos. Os
resultados foram representados em mediana e desvio interquartilico (IQR), assim
representado [mediana (IQR)]. Para a analise da capacidade de sobrevivéncia dos
vermes adultos de S. mansoni, a comparacdo entre os grupos foi realizada pelo
teste exato de Fisher. Para a analise das curvas de sobrevivéncia entre os grupos foi
utilizado o teste de Log-rank (Mantel-Cox). Foi considerada diferenca significativa
valores de p < 0,05. A andlise estatistica foi realizada com o programa Graph Pad
Prism 5.0 (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

51 EXPRESSAO DE GENES ANTIOXIDANTES EM CELULAS HUVEC
DESAFIADAS COM VERME ADULTO DO S. MANSONI E APOS TRATAMENTO
COM O PRAZIQUANTEL

O Schistosoma mansoni é um parasita intravascular mantendo contato intimo
com células endoteliais durante todas as fases de seu ciclo no hospedeiro humano.
Além disso, o verme adulto do S. mansoni pode viver longos periodos no ambiente
vascular, mostrando ser bem adaptado ao hospedeiro humano. Dessa forma, é
importante entender o papel das células endoteliais durante a esquistossomose,
bem como fatores que possam promover a sobrevivéncia dos vermes. A acao de
radicais livres de oxigénio € um mecanismo importante de defesa contra o verme.
Nesse trabalho foi avaliada, a expressédo de cinco genes relacionados a resposta
antioxidante em células HUVEC na presenca do verme adulto e ap6s o tratamento
com o Praziquantel, nos tempos de 1, 3 e 6 horas. Por se tratar de resultados que
podem gerar patente, os genes antioxidantes avaliados aqui serdo apresentados de
forma mascarada, com as seguintes denominac¢fes: aOX-A, aOX-B, aOX-C, aOX-D
e aOX-E.

A expressao relativa de mRNA de aOX-A em HUVEC desafiadas com um casal
de vermes adultos ndo variou ao longo dos trés tempos de cultura (1, 3 e 6 horas).
Da mesma forma, quando foi adicionado Praziquantel a cultura contendo o verme e
HUVEC também ndo houve variacdo na sua expressdo. Entretanto, ao expor
HUVEC apenas a Praziquantel, foi observado aumento significativo na expresséo
relativa de aOX-A entre a cultura desafiada por 1 [(0,6 (0,527)] e 6 horas [1,519
(0,539); p<0,05] (Figura 8).

Da mesma forma, a expressdo de mRNA de aOX-B n&o variou ao longo do dos
trés tempos de cultura (1, 3 e 6 horas) de HUVEC expostas ao casal de vermes
adultos e ao casal de vermes tratados com o Praziquantel. Foi observado um
aumento significativo na expresséao relativa de mRNA de aOX-B quando as células
HUVEC foram expostas ao PZQ entre as culturas de 1 [0,514 (0,224)] e 6 horas
[1,571 (2,878); p<0,05] (Figura 9).
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Figura 8. Analise da expressao relativa de mRNA para o gene aOX-A em HUVEC.

Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S.
mansoni, um casal ap0s tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS.
Diferencas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05
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Figura 9. Andlise da expresséo relativa de mRNA para o gene aOX-B em HUVEC.

Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S.
mansoni, um casal ap0s tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS.
Diferengas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05

A expressdao de mRNA de aOX-C em HUVEC desafiadas com um casal de
vermes adultos mostrou uma diminuigdo significativa entre 1 e 3 horas de cultura
[1,181 (0,539); 0,883 (0,3348); p<0,05], seguida de um aumento na expressao

relativa no tempo de 6 horas [1,268 (0,382); p<0,05]. Entretanto 0 mesmo néao é
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observado nas culturas de HUVEC desafiadas com o casal de vermes adultos
expostas a Praziquantel e com HUVEC expostas apenas a Praziquantel (Figura 10).

A expressao relativa de mRNA de aOX-D em células HUVEC néo variou ao
longo dos trés tempos de cultura (1, 3 e 6 horas) em nenhuma das condi¢cdes
(Figura 11).
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Figura 10. Analise da expressao relativa de mRNA para o gene aOx-C em HUVEC.

Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S.
mansoni, um casal ap0s tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS.
Diferencas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05
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Figura 11. Analise da expresséo relativa de mRNA para o gene aOX-D em HUVEC.
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Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S.
mansoni, um casal ap0s tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS.
Diferengas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05

A expressao relativa de mRNA de aOX-E em HUVEC desafiadas com um casal
de vermes adultos de S. mansoni mostrou aumento significativo entre os tempos de
1 [0,925 (0,590)] e 6 horas [1,547 (0,718); p<0,05]. A expressao relativa de mRNA
de aOx-E em HUVEC desafiadas com um casal de vermes adultos tratados com
Praziquantel ndo variou ao longo dos trés tempos de cultura (1, 3 e 6 horas). Da
mesma forma, quando foi adicionado Praziquantel a cultura de HUVEC também n&o
houve variagdo na sua expressao (Figura 12).

Expressao Relativa
MRNA aOX-E

Sm Sm + PZQ PZQ LPS

Figura 12. Analise da expressao relativa de mRNA para o gene aOX-E em HUVEC.
Culturas de 1, 3 e 6 horas de HUVEC em contato com um casal de verme adulto do S.
mansoni, um casal ap0s tratamento com PZQ, células desafiadas com o PZQ e LPS.
Diferencas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando ANOVA. *p<0,05

5.2 SOBREVIVENCIA DE VERMES ADULTOS DE S. MANSONI APOS
EXPOSICAO AO ESTRESSE OXIDATIVO

Os vermes adultos do S. mansoni possuem um sistema antioxidante que
favorecem sua sobrevivéncia frente ao estresse oxidativo. Dessa maneira, foi
avaliada a capacidade de sobrevivéncia dos vermes adultos ap0s exposicdo a um

agente oxidante, chamado a partir desse momento de OX. O agente OX foi
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escolhido por ser este um substrato da enzima codifica pelo gene aOX-E, além de
ser substrato também de enzimas codificadas por outros genes avaliados nesse
estudo.

A avaliacdo da sobrevivéncia do verme adulto na presenca de OX foi realizada
a avaliacdo em dois modelos. O primeiro modelo foi a cultura de verme em meio
RPMI suplementado com a adicdo de 5 diferentes concentracfes de OX. O segundo
modelo consistiu na exposicdo de HUVEC a um casal de vermes desafiados com
diferentes concentragfes de OX. Apos 24 horas de cultura foi determinado o score
de viabilidade dos vermes em cada um dos modelos.

A distribuicdo dos scores de viabilidade foi diferente entre as culturas com
diferentes concentracdes de OX. A morte do verme (score 0) s6 é observada em
culturas com concentracdo de OX a partir de 400uM. H& um aumento progressivo na
frequéncia do score 0 nas concentracfes de OX mais altas, sendo 56,3% de score 0
observado na concentracdo de 400uM, 75% em 800uM de OX, e chegando a 100%
de morte dos vermes na concentracdo de OX de 1.600uM (Figura 13A). Quando os
vermes sao cultivados juntamente com as HUVEC em diferentes concentracdes de
OX encontramos resultados diferentes na sobrevivéncia dos vermes. E possivel
observar que o0 score 3, que representa total integridade e motilidade e
consequentemente melhor condicdo de viabilidade, aparece até mesmo em
concentracbes mais altas de OX. A concentracdo de 400uM apresenta 50% de
vermes com score 3, enquanto que 33,3% em 800uM e 22,2% na concentragédo de
1.600uM de OX. Por outro lado, quando os vermes sdo desafiados com 800uM néo
foi observada nenhuma morte (score 0), ja na concentracdo de 1.600uM 61,1% dos

vermes estavam mortos (Figura 13B).
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Figura 13. Andlise da frequéncia dos scores de viabilidade de vermes de S. mansoni

desafiados com OX.
A. Vermes adultos de S. mansoni desafiados com OX. B. Vermes adultos de S. mansoni
cultivados com células HUVEC e desafiados com OX.

Avaliamos também a frequéncia de sobrevivéncia entre os modelos, e para
isso, foram considerados vermes vivos aqueles que foram classificados com score
1,2 e 3, e 0s vermes ndo-vivos aqueles que apresentaram score 0. Quando
comparamos a frequéncia de sobrevivéncia entre os modelos, foi possivel observar
gue nas concentracdes de 400uM e 800uM ha um aumento significativo na
frequéncia de sobrevivéncia quando os vermes sdo cultivados com OX e células

HUVEC em comparacdo a cultura apenas dos vermes com OX, na auséncia de
HUVEC (Figura 14).
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Figura 14. Analise da frequéncia de sobrevivéncia dos vermes de S. mansoni desafiados
com OX e de vermes cultivados com células HUVEC expostos a OX.
Diferencas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando o teste exato de Fisher.
*

p<0,05.

5.3 PROTEGAO DO VERME MEDIADA POR CELULAS HUVEC OU AOX-E

Na tentativa de avaliar se 0 agente antioxidante aOX-E é capaz de anular os
efeitos danosos ao verme provocados pelo OX, de forma semelhante ao observado
nas culturas com HUVEC, foi proposta uma curva de sobrevivéncia dos vermes em
trés modelos diferentes. O primeiro modelo consiste em vermes adultos do S.
mansoni desafiados com diferentes concentracdes de OX, o segundo modelo
apresenta vermes desafiados com OX com a adi¢do de 400 unidades de aOX-E e o
terceiro modelo mostra a curva de sobrevivéncia dos vermes que foram cultivados
juntamente com células HUVEC e desafiados com OX.

E possivel observar que o primeiro modelo mostra reducdo na sobrevivéncia a
partir de 400uM de OX, enquanto que com 0s vermes cultivados com as células
HUVEC sO6 morreram na concentracdo mais alta de OX (1.600uM). Quando os
vermes foram desafiados com OX na presenga de aOX-E foi observada uma curva
de sobrevivéncia semelhante a cultura com HUVEC, sendo observados vermes
vivos até mesmo em concentracdes de OX mais altas. Isso sugere que a aOX-E
neutralizou o estresse oxidativo mediado pelo OX. O PZQ (5,15uM) foi utilizado
como controle positivo e apresentou 100% de morte.

Vermes adultos cultivados com células HUVEC, mesmo apoés a adicdo de até

800uM de OX se comportam semelhante aos vermes cultivados com aOX-E e OX. A
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diferenca entre as curvas de sobrevivéncia foi estatisticamente significante

(p<0,0001).
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Figura 15. Curva de

Concentracéao de OX

sobrevivéncia dos vermes de S. mansoni desafiados com OX, de

vermes adultos expostos a OX e adicdo da aOX-E e de vermes cultivados com células
HUVEC expostos com OX.
Diferencas estatisticas entre os desafios foram calculadas utilizando o teste de Log-rank

(Mantel-Cox). *p<0,05
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6 DISCUSSAO

Nesse trabalho demonstramos que a expressao em HUVEC de cinco genes
envolvidos no controle do estresse oxidativo podem sofrer influéncia de vermes
adultos de S. mansoni ou do Praziquantel nas primeiras seis horas de exposi¢cao. Os
genes aOX-A e aOX-B aumentaram significativamente sua expressdo quando
células HUVEC foram expostos apenas a Praziquantel, e aumentaram também,
apesar de discretamente, quando estas células foram expostas a Praziquantel e
vermes adultos. O gene aOX-C demonstrou uma variacdo na sua expressao quando
HUVEC foram expostas a vermes adultos entre a primeira e terceira hora de cultura,
retornando, entretanto, aos valores basais ap0s seis horas da cultura. Enquanto que
o aOX-D nao sofreu qualquer influéncia da presenca do verme ou do Praziquantel.
Interessantemente, apenas o gene aOX-E apresentou aumento gradual e
significativo durante as seis horas de cultura de HUVEC expostas a S. mansoni,
sugerindo que os vermes adultos devem apresentar algum mecanismo de inducao
da expressao desse gene, provavelmente como mecanismo de protecado e escape
do estresse oxidativo mediado por células do sistema imune.

O estresse oxidativo participa da patogénese na esquistossomose,
principalmente pela ativacdo de leucécitos em resposta a presenca do parasita ou
de seus produtos no figado e em outros érgaos, como, baco e rins. Esses 6rgaos
passam para um estado pro-oxidante pela atividade aumentada da peroxidase
eosinofilica (EPO) e desequilibrio nos mecanismos de defesa antioxidante
(ABDALLAHI et al., 1999; GHARIB et al., 1999). Apesar de 0 estresse oxidativo ser
prejudicial para os 6rgdos onde ocorre a patogénese, principalmente por conta da
presenca dos ovos, contribuindo significativamente para o dano tecidual, ela é
fundamental para a tentativa de eliminacdo do verme adulto. Dessa forma, sistemas
antioxidantes, enziméticos ou ndo, sdo importantes tanto para o hospedeiro evitando
assim dano hepatico e nos outros tecidos, mas também parece promover uma
protecdo para o verme do S. mansoni.

O verme adulto do S. mansoni é capaz de expressar uma série de enzimas
com propriedades antioxidantes (MKOJI; SMITH; PRICHARD, 1988b), e nossos
resultados sugerem que o verme adulto também seja capaz de induzir células

endoteliais a expressarem a aOX-E. Isso pode ser encarado como uma forma de
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protecdo do verme adulto contra o estresse oxidativo, tornando o ambiente vascular
mais propicio a sua sobrevivéncia.

Nesse estudo demonstramos que o0 agente oxidante OX apresenta boa
capacidade esquistossomicida quando em cultura pura com vermes adultos, e que
um de seus inibidores, a proteina aOX-E, é capaz de reverter totalmente esse efeito.
Para nossa surpresa, a cultura de vermes adultos com HUVEC, na presenca de OX,
também demonstrou uma reversdo do efeito esquistossomicida desse composto,
apresentando uma curva de sobrevida semelhante a observada com seu inibidor.
Assim, é possivel que as células endoteliais estejam protegendo o verme adulto em
seu habitat natural no hospedeiro humano, contribuindo assim para a manutencéo e
longevidade da infecgéo.

Até entdo acreditava-se que a manutencdo dos vermes adultos no limen
vascular era mediada por mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro
como, a aquisicdo de antigenos hospedeiros ou o desenvolvimento de membranas
resistentes ao ataque imune (DESSEIN et al., 1981), pela participacdo de proteinas
no tegumento do parasito (WILSON, 2012), ou pela inducédo de uma resposta imune
do hospedeiro mais regulatéria (COLLEY; SECOR, 2014). Mais recentemente tem
sido demonstrada que a regulacdo de alguns genes relacionados aos mecanismos
de desintoxicacdo € essencial para a protecdo do verme contra o estresse oxidativo
(AVELAR et al., 2019).

Nossos resultados sugerem, de forma inédita, que além dos mecanismos de
escape do préprio verme descritos anteriormente, as células endoteliais devem
exercer um papel importante na sobrevivéncia do parasita nesse ambiente. Nesse
sentido, o0 aumento da producdo de ROS ou a diminuicdo do sistema antioxidante
em vermes adultos tem sido considerado uma nova abordagem de tratamento (DE
PAULA AGUIAR et al.,, 2016; ALMEER et al., 2018). Um estudo mostrando a
associacao entre a artemisinina com a hemina in vivo demonstrou um efeito nocivo
nos esquistossdbmulos e vermes adultos através da inibicdo da capacidade
antioxidante dos parasitas (EL-LAKKANY; SEIF EL-DIN, 2013).

Nesse estudo mostramos que o Praziquantel é capaz de aumentar a
expressdo de genes com propriedades antioxidantes em células endoteliais. Isso
mostra uma possibilidade de efeito benéfico do Praziquantel ndo apenas na morte
do parasita, como também nos 6rgaos afetados pelos ovos do S. mansoni. O efeito

antioxidante do Praziquantel pode atenuar a acdo dos radicais livres, contribuindo
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para proteger o tecido hepatico contra danos oxidativos (JATSA et al.,, 2019).
Entretanto, esse efeito benéfico ndo é duradouro haja vista o carater de dose Unica
de Praziquantel para o tratamento da esquistossomose. Alguns estudos tém
avaliado a combinacdo de outros farmacos, ou mesmo extratos naturais, para
auxiliar o Praziquantel. O 6leo de semente de Cucurbita pepo demonstrou um efeito
antifibrotico e antioxidante quando combinado com Praziquantel (BESHAY et al.,
2019). O extrato de Ceratonia siliqua também mostrou efeito antioxidante e melhora
da les&@o oxidativa induzida por S. mansoni no figado (AL-OLAYAN et al., 2016).

A curcumina, por sua vez tem demonstrado a capacidade de matar os vermes
adultos, principalmente por promover um ambiente oxidativo, através da inibicdo das
enzimas antioxidantes do verme GST, GPX e GR (DE PAULA AGUIAR et al., 2016).
Outro estudo utilizando 7-epiclusianona (7-epi), uma benzofenona obtida de
‘bacupari’, um fruto da arvore Garcinia brasiliensis, mostrou que a inibicéo parcial de
SOD, enzima antioxidante do verme, causa danos no tegumento. Assim, 0 parasita
fica mais suscetivel ao reconhecimento de antigenos, formac¢do de complemento e
aderéncia de granuldcitos, ampliando a eficicia da resposta imune do hospedeiro
(SILVA et al., 2018).

Dessa forma, se faz necessario a busca por novas estratégias terapéuticas que
possam ser associadas ao PZQ. Apesar do PZQ apresentar consideravel eficacia,
alguns estudos mostram taxas de cura reduzidas e falha terapéutica. Um estudo em
modelo experimental, por exemplo, mostrou que o tratamento de camundongos
infectados com S. mansoni e tratados com multiplas doses subcurativas
desenvolveu resisténcia a PZQ (VALE et al., 2017). Outros estudos em focos
endémicos mostram que um dos fatores que deve ser observado é que as baixas
taxas de cura podem ser devido a presenca de vermes imaturos, que Sa0 menos
susceptiveis ao PZQ, no momento do tratamento, realizado em dose Unica
(RENGANATHAN; CIOLI, 1998).Além disso, o PZQ isoladamente ndo é capaz de
proteger contra reinfec¢des, um dos principais problemas relacionados a tentativa de
eliminacdo da esquistossomose em areas endémicas (ISMAIL et al., 1999).

Esse foi o primeiro estudo a mostrar o possivel efeito protetor das células
endoteliais sobre o verme adulto de S. mansoni. Esse novo conhecimento contribui
para o entendimento sobre a manutencdo dos vermes adultos no limen vascular e
gera hipoteses que devem ser investigadas. Esse estudo foi realizado utilizando

células de linhagem e pode ndo representar exatamente o que ocorre in Vivo.
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Entretanto, as células HUVEC s&o consideradas bons modelos utilizados nos
estudos com células endoteliais (PARK et al., 2006; LOPES et al., 2014). Além
disso, a partir dos resultados obtidos com esse trabalho, outras abordagens
utilizando outros modelos podem ser investigados. Além disso, apesar de ser
constatado o aumento na expressao de aOX-E, é necessario dosar a concentracéo
da enzima no sobrenadante das culturas.

A partir desse conhecimento novas estratégias terapéuticas podem ser
propostas na tentativa de eliminar a esquistossomose como um problema de saude
publica. No Brasil esta disponivel comercialmente e aprovado pela ANVISA um
medicamento (FARM-X), utilizado atualmente para tratar outra infeccdo, mas que é
capaz de bloquear seletivamente o agente antioxidante aOX-E. Assim, € possivel
gue o uso desse medicamento, associado ao Praziquantel, seja capaz de melhorar o
desempenho do Praziguantel. Além disso, € possivel também que, em areas
endémicas, a possibilidade de uso prolongado do FARM-X seja capaz de reduzir a
taxa de reinfeccdo. E fundamental que sejam realizados estudos in vitro e em
modelos experimentais para responder essas perguntas cientificas, para que seja
gerada evidéncia cientifica que dé respaldo a proposicao do uso de FARM-X como
adjuvante a terapéutica da esquistossomose.

A associacdo entre o Praziquantel e o FARM-X pode ser utilizado no
tratamento de casos que apresentam falha terapéutica. A OMS recomenda como
medida profilatica para a esquistossomose que seja realizado o tratamento em
massa em regides endémicas (WHO, 2006). Apesar de ter estudos que mostrem a
eficiéncia do Praziquantel do tratamento em massa de escolares na prevencao do
desenvolvimento da esquistossomose na vida adulta, alguns estudos mostram que 0
tratamento ndo protege contra a reinfeccdo (PICA-MATTOCCIA; CIOLI, 2004).
Dessa forma, residentes de area endémica em constante reinfeccdo sdo expostos a
tratamentos repetidos, que podem ocasionar casos refratarios a terapia.
Considerando que, o tratamento com o Praziquantel é recomendado como medida
Nao apenas curativa, mas também preventiva, o tratamento do PZQ associado com
FARM-X pode ser proposto no esquema de tratamento em massa realizado aqui no

Brasil visando principalmente falha terapéutica ou casos refratarios ao tratamento.
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7 CONCLUSAO

Nossos achados contribuem para o entendimento da participacdo das células
endoteliais durante a esquistossomose. Utilizando o modelo de células HUVEC
demonstramos que essas células desafiadas com o verme adulto aumentam a
expressdo do gene antioxidante aOX-E, sugerindo que esse seja um mecanismo de
protecdo do verme para escape do estresse oxidativo. Aléem disso, mostramos que o
Praziquantel é capaz de aumentar a expressdo de genes com propriedades
antioxidantes em células endoteliais. Isso mostra uma possibilidade de efeito
benéfico ndo apenas na morte do parasita, como também nos 6rgaos afetados pelos
ovos do S. mansoni.

Nesse estudo demonstramos também que culturas de vermes adultos com
células HUVEC, na presenca do agente oxidante OX, demonstrou uma reversao do
efeito esquistossomicida desse composto, sugerindo um efeito protetor das células
endoteliais sobre o verme adulto de S. mansoni.

Os novos conhecimentos que foram gerados com este estudo poderao
auxiliar novas abordagens de tratamentos adjuvantes ao Praziquantel, para que, em

areas endémicas, seja capaz de reduzir a taxa de reinfeccao.
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