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RESUMO

Atualmente, a droga utilizada no tratamento da esquistossomose é o
praziquantel (PZQ). Alguns casos de isolados de S. mansoni resistentes ao PZQ no
campo e em laboratério ja foram relatados. Estes relatos refletem uma parcela infima
do problema real, devido as dificuldades para a comprovagao dessa resisténcia em
condicdes de laboratério. Recentemente, nosso grupo conseguiu induzir resisténcia,
em laboratério, a uma cepa de S. mansoni, utilizando sucessivos tratamentos com
PZQ em B. glabrata infectadas com o S. mansoni (cepa LE-PZQ). Diante disso, este
trabalho teve como objetivo geral avaliar a resisténcia/ suscetibilidade da cepa LE-
PZQ ao longo de seu desenvolvimento no hospedeiro vertebrado bem como avaliar
a acdo do PZQ em cercarias sensiveis e resistentes ao PZQ a fim obter um teste
rapido para deteccao de resisténcia e, por fim, estudar o envolvimento das proteinas
SMDR2, SmMRP1 e SmMVP na resisténcia do S. mansoni ao PZQ. Para isso,
camundongos infectados com a cepa LE-PZQ ou com a cepa suscetivel (LE) foram
tratados com PZQ apods 2, 6, 16, 23 e 45 dias de infecgdo. Os resultados mostraram
maior recuperacdo de vermes da cepa resistente tratadas com PZQ apés 16 e 23
dias de infecgdo em comparagdo com a cepa LE. Outro objetivo do nosso estudo foi
avaliar a perda da cauda de cercarias LE e LE-PZQ apés 1 e 2 horas de contato
com o PZQ em diferentes concentragcbes. Cercarias LE-PZQ apresentaram uma
perda da cauda estatisticamente menor apds exposicdo nas diferentes
concentragbes de PZQ por 1 ou 2 horas. Artigos sobre resisténcia a multidrogas
(MDR) tém sido importantes para estudo de resisténcia em diversos organismos. Por
isso, investigamos os niveis de RNA de SMDR2 e SMRP1 por gRT-PCR. SMDR2
mostrou niveis maiores em fémeas quando comparados com machos e vermes em
pares na cepa LE. Na cepa LE-PZQ, vermes fémeas apresentaram niveis maiores
quando comparados apenas com vermes machos. Quando comparadas as duas
cepas, a resistente apresentou niveis estatisticamente maiores em machos, fémeas
e vermes em pares. SMMRP1 demonstrou expressao significativamente maior em
machos e machos e fémeas nas duas cepas quando comparados com fémeas. Na
comparagao entre a cepa sensivel e a resistente, a LE-PZQ apresentou maiores
niveis de expressédo em machos e vermes em pares. Investigamos também os niveis
de RNA e proteinas de SmMVP. Foi possivel observar que SmMVP esta
diferencialmente expressa entre machos, fémeas e vermes em pares quando

comparados entre si em cada cepa e quando compara-se cepa sensivel e resistente.
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ABSTRACT

Currently, the drug of choice in schistosomiasis treatment is Praziquantel (PZQ).
Some cases of S. mansoni resistant strains to PZQ in field and laboratory have been
already reported. These cases reports reflect a small parcel of the real problem due
to the difficulty to prove this resistance in laboratory conditions. Recently, our group
induced resistance in a S. mansoni strain using successive PZQ treatments in B.
glabrata infected, under laboratory conditions (LE-PZQ strain). Thus, this work aimed
to evaluate the resistance/ susceptibility of the LE-PZQ strain during its development
in the vertebrate host as well as to evaluate the PZQ action in susceptible and
resistant cercarie in order to obtain a rapid test to detect resistance, and lastly to
study the involvement of SMDR, SmMRP1 and SmMVP proteins in the S. mansoni
resistance to PZQ. For that, mice were infected with LE-PZQ strain or susceptible
strain (LE) and treated with PZQ after 2, 6, 16, 23 and 45 days of infection. The
results showed a bigger worm recovery when it was treated after 16 and 23 days of
the infection when compared with susceptible strain. We also aimed to evaluate tail
loss of LE and LE-PZQ cercarie after exposure to PZQ for 1 or 2 hours in different
concentrations. LE-PZQ cercarie showed a statistically smaller tail loss after PZQ
exposure in all concentrations for 1 or 2 hours. Works about multidrug resistance
(MDR) have been important to studies of resistance in several organisms. Therefore,
we investigated levels of RNA for SMDR2, SmMRP1 and SmMVP using RT-PCR.
Females showed high levels of expression when compared to males and paired
worms in the LE strain. In the LE-PZQ strain, female worms showed high levels of
expression only when compared to male worms. When compared both strains, the
resistant showed high levels of expression in males, females and paired worms.
SmMMRP1 showed upregulated in males and paired worms in both strains when
compared to females. In the susceptible and resistant strain comparison, LE-PZQ
strain showed high levels of expression in male and paired worms. We investigated
also RNA and proteins levels for SmMMVP. It was possible to observe that SmMVP
was found differentially expressed in adult males and females from the susceptible

strain.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esquistossomose

A esquistossomose € uma doencga parasitaria que ainda representa um
dos principais problemas de saude publica em diversos paises tropicais e
subtropicais apesar de esforgos continuos para seu controle (Abdul-Ghani et
al., 2009). Ao menos 230 milhdes de pessoas requerem tratamento todo ano e
mais de 779 milhdes de pessoas estdo sob o risco de contrair a infeccdo ao
redor do mundo (Steinmann et al., 2006). Além disso, aproximadamente 280
mil mortes por ano sao atribuidas as esquistossomoses (Van Der Werf, 2004).
Entre as helmintoses, a esquistossomose representa a principal doenga em
termos de morbidade e mortalidade e causa perdas anuais de até 10,4 milhdes
em DALYs (disability ajustaded to life year) (PAHO/WHO, 2007). Sua
transmissao tem sido documentada em 77 paises. Nos ultimos 50 anos, houve
uma mudanga na distribuicdo geografica da esquistossomose, no entanto,
mesmo com programas de controle bem sucedidos, o numero de pessoas
infectadas ou sob risco de contrair a doenga n&o foi reduzido (Engels et al.,
2002).

As esquistossomoses sao causadas por trematdédeos digenéicos,
pertencentes ao género Schistosoma. Os humanos sdo hospedeiros de seis
espécies, as quais sdo morfologicamente muito similares. Schistosoma
mansoni causador da esquistossomose mansoni e presente na Africa, Arabia e
América do Sul; Schistosoma japonicum agente etiolégico da esquistossomose
japénica e presente na China e sudeste da Asia e o Schistosoma haematobium
causador da esquistossomose hematdbica e presente na Africa e Arabia,
representam as espécies de maior relevancia em termos de saude publica.
Enquanto, Schistosoma mekongi, Schistosoma intercalatum e Schistosoma
malayaensis estao limitados a poucos focos e sdo de menor importancia em
saude publica (Gryssels, 2012).

No Brasil, a esquistossomose mansoni continua representando um grave
problema de saude publica abrangendo 19 estados. Amplamente disseminada
nas regidoes sudeste e nordeste, enquanto nas regides norte e sul, as areas
endémicas apresentam-se mais dispersas e isoladas (Teles, 2005). Segundo

Katz & Peixoto, mais de 8 milhdes de pessoas estavam infectadas no ano de
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2000, enquanto 30 milhdes estdo expostas ao risco de infecgdo. Dados
epidemioldgicos da doenga sao escassos e necessitam ser reavaliados, ja que
a situacdo atual € caracterizada pelo decréscimo de altas prevaléncias,
ampliagdo da area geografica e de transmissdo associada a mudangas socio-
ambientais (Enk et al., 2008). Um levantamento preciso é de extrema
importancia para que maiores esforcos possam ser realizados visando o
controle da transmiss&o. Atualmente, esta sendo realizado o Inquérito Nacional
de Prevaléncia da Esquistossomose e Geohelmintos para estimar com mais
precisdo a prevaléncia da doenga. Segundo dados parciais deste inquérito
apresentados no XXIIl Congresso Brasileiro de Parasitologia e Ill Encontro de
Parasitologia do Mercosul em outubro de 2013, até o presente momento,
estima-se que cerca de 1,5 milhdo de pessoas, com prevaléncia de 4,17%,
encontram-se infectadas por S. mansoni no Brasil

A distribuicdo da esquistossomose no Brasil coincide com a distribuicao
geografica das espécies de Biomphalaria susceptiveis; no entanto, o nivel de
susceptibilidade em cada espécie ou linhagem do molusco pode influenciar na

prevaléncia da infec¢do humana.

1.2 Ciclo de Vida

O ciclo de vida do S. mansoni € complexo com uma fase de reproducao
assexuada ocorrendo no hospedeiro intermediario (moluscos) e outra de
reprodugao sexuada no hospedeiro definitivo (mamiferos, tendo o homem
como principal hospedeiro). Os hospedeiros invertebrados do S. mansoni séo
moluscos do género Biomphalaria, pertencentes a subclasse Pulmonata,
ordem Basommatophora, familia Planorbidae. Até o recente estudo de Teodoro
et al. (2010), existiam no Brasil dez espécies e uma sub-espécie pertencentes
a esse género. Contudo, este trabalho demonstrou a ocorréncia de
Biomphalaria cousini no Brasil. Com isso, agora existem onze espécies do
género Biomphalaria no Brasil, mas somente trés ja foram encontradas
eliminando cercarias em condi¢gdes naturais. Sao elas: Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria tenagophila, Biomphalaria straminea (Paraense, 1975).

Caramujos da espécie B. glabrata possuem uma ampla distribuigdo geografica
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€ sua presenca estd quase sempre associada a transmissdo da
esquistossomose. De fato, B. glabrata ja foi notificada em 16 estados
brasileiros, além de no Distrito Federal. Caramujos da espécie B. straminea
apresentam maior importancia epidemiolégica na Regido Nordeste. A espécie
B. tenagophila € encontrada numa faixa litordnea, de forma quase continua, a
partir do sul do Estado da Bahia até o Estado do Rio Grande do Sul e é a
principal transmissora da doenga em extensas areas do estado de Sao Paulo
(Ministério da Saude, 2008).

A infeccdo do hospedeiro definitivo se da pelo contato do mesmo com
aguas contaminadas com cercarias. As mesmas eliminadas pelo molusco
nadam ativamente e, ao encontrar o hospedeiro vertebrado, penetram na pele
ou mucosa. Perdem a cauda, transformando-se em esquistossémulos. Apos
permanecer na pele por 72 horas, os esquistossdmulos iniciam a migracao
através do corpo do seu hospedeiro via sistema sanguineo. Na pele atingem a
vasculatura do sistema sanguineo e atingem os pulmdes a partir do terceiro dia
pos-infecgdo, via coragdo direito, tornam-se mais longos e delgados, o que
facilita a sua migracdo através da rede vascular-pulmonar (Miller & Wilson,
1980). Posteriormente, migram para o figado, via circulagdo sanguinea, onde
ocorre a maturacdo dos vermes no sistema vascular porta-hepatico. Quatro
semanas apos a infecgdo, a maioria dos vermes encontra-se maduros e
prontos para se acasalarem. Os vermes acasalados deslocam-se ativamente
contra a corrente circulatéria do sistema porta e migram para as veias
mesentéricas. As localizagdes habituais s&do as vénulas da parede do reto,
sigmoide e intestino grosso (Bloch, 1980; Rollinson & Simpsom, 1987). Os
vermes encontram-se em constante acasalamento, estando a fémea alojada no
canal ginecoforo do macho. A postura de ovos se inicia em torno do 35° dia
apos infeccdo e levam cerca de seis dias para tornarem-se maduros, ou seja,
com o miracidio formado. Parte desses ovos ganha a circulagdo e depositam-
se principalmente nas paredes do intestino e figado gerando uma reagéo
inflamatdéria ao redor desses ovos, levando a formagdo dos granulomas,
enquanto outros ovos podem depositar-se em outros 6rgaos. Parte dos ovos
que alcangam a luz intestinal e sdo eliminados pelas fezes que podem alcangar

0 meio aquatico.
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No meio aquatico, os ovos, sob influéncia de temperatura e
luminosidade e liberam os miracidios. Estes apresentam geotropismo negativo
e fototropismo positivo, comportamentos que auxiliam na localizagdo do
hospedeiro intermediario, caramujos do género Biomphalaria. Existem
aspectos comportamentais e quimicos que favorecem o encontro do miracidio
com o caramujo. Contudo, o mecanismo quimiotatico que levaria ao encontro
do parasito com seu hospedeiro € um assunto controverso. Estudos
demonstram que, na verdade, ocorre uma estimulagdo dos movimentos do
miracidio pela presenca de moléculas do caramujo na agua e, com isso, um
acumulo de miracidios nas proximidades do molusco favorecendo o processo
de infeccdo (Coelho et al., 2008). O miracidio penetra no hospedeiro
intermediario especifico por movimentos rotatérios e acdo de enzimas
proteoliticas (Rollinson & Simpsom, 1987). Apds a penetragéo, ocorre a perda
do epitélio ciliar e a degeneragao do terebratorium (extremidade anterior do
parasito, onde se encontram as terminagdes das glandulas adesivas e de
penetracdo). Em seguida, ocorre o desaparecimento da musculatura
subepitelial e do sistema nervoso. A larva se torna imovel e passa a ser
chamada de esporocisto primario. Na segunda semana apdés a penetracgao,
observa-se, no interior do esporocisto primario, uma série de ramificagdes
tubulares que preenchem todos os espacos intercelulares do tecido conjuntivo;
nestas ramificagdes, as células germinativas estdo em intensa multiplicagdo. A
partir do 14° dia, ocorre o desenvolvimento de um aglomerado de células
germinativas nas paredes do esporocisto primario, a formagao de vacuolos
mais acentuada na parte central da larva. Os aglomerados se reorganizam e
dédo origem a septos, sendo cada septo considerado um esporocisto
secundario. Nessa fase, as paredes apresentam uma camada cuticular e,
abaixo, dupla camada muscular com fibras musculares longitudinais e
transversais. Essa musculatura é fundamental para locomogao dos
esporocistos. Ocorre, a partir do 18° dia, a migracdo transtecidual dos
esporocistos, até alcangarem a glandula digestiva ou hepatopancreas. Esses
esporocistos secundarios sofrem modificagcbes anatdbmicas, dando inicio a
proliferacdo de células germinativas culminando na formagao das cercarias. A
formagao completa das cercarias, até a sua emergéncia, ocorre de 27 a 30 dias

apos a penetragao dos miracidios (Pan, 1965). Milhares de cercarias séo
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produzidas por cada esporocisto que as liberam de forma intermitente nas
horas mais claras do dia, ja que a liberagdo das cercarias pelos caramujos €
induzida pela luz associada a temperaturas mais altas (Carvalho et al., 2008) e

com a infec¢cdo do hospedeiro definitivo, reinicia-se o ciclo (Figura 1).
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A\ = Estagiode diagnéstico

Cercarias sdo liberadas pelos
caramujos na dgua
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Figura 1: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Adaptado de

http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

1.3 Adoenga

A maioria das pessoas infectadas com S. mansoni, geralmente
moradores de areas onde a doenca € endémica, permanece sem sintomas
clinicos graves. A sintomatologia clinica corresponde ao estagio de
desenvolvimento do parasito no hospedeiro e varia dependendo da carga
parasitaria e da intensidade de resposta imunoldgica do individuo. Do ponto de
vista clinico, a esquistossomose pode ser dividida em duas fases: aguda ou
cronica.

A fase aguda ocorre como uma manifestacdo clinica precoce em
individuos n&o-imunes expostos a aguas contaminadas com cercarias. Tem

inicio no momento da infecgao e pode durar até os 120 dias apdés a mesma. O
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paciente pode apresentar febre, dor de cabeca, calafrios, suores, fraqueza,
falta de apetite, dor muscular, tosse, diarreia e uma imunopatologia mais
exacerbada (granulomas maiores do tipo necrético exudativo).

A fase crbnica, com inicio a partir de 120 dias apds a infeccdo, com a
reacao granulomatosa inflamatéria sendo imunomodulada, pode se apresentar
de trés formas: intestinal, a hepatointestinal, ambas mais brandas, e a
hepatoesplénica, mais grave, podendo ser compensada ou descompensada.
De acordo com Warren et al., (1972), o evento patogénico mais importante na
esquistossomose é a formagéo do granuloma, provocado pelo ovo do parasito.
A formacao de granulomas hepaticos leva a alteragdes hemodindmicas
(hipertensdo portal) e, em manifestagcdes ectopicas da doenga, os ovos do
parasito podem alcangar os pulmdes, a medula espinhal ou outros 6rgaos,
devido a isso, estes eventos podem resultar em varizes esofageanas sendo,
com alguma frequéncia, fatais. Os granulomas na medula espinhal
caracterizam uma sindrome grave, a radiculo-mielopatia que pode resultar em

paralisia dos membros inferiores, as vezes, irreversivel.

1.4 Controle da esquistossomose

A manutencao e/ou propagacao dessa doenga em determinada regiao
depende de inumeros fatores como: a existéncia de clima apropriado,
condigdes socioeconbmicas precarias (principalmente a falta de saneamento
basico), existéncia de individuos infectados eliminando ovos, existéncia de
hospedeiros intermediarios e do contato de pessoas susceptiveis com aguas
naturais contendo cercarias (Valadares et al., 1981).

Até a década de 70, o combate a esquistossomose mansoni no Brasil
tinha como objetivo principal o controle da transmissao, tendo como principal
medida a redugao das populagdes dos moluscos, hospedeiros intermediarios.
De acordo com o Ministério da Saude (2008), a partir dos anos 80, depois do
advento de farmacos mais eficazes, seguros e baratos, o principal objetivo
passou a ser o controle da morbidade, com énfase no tratamento
quimioterapico em larga escala. Segundo a WHO (1993), a quimioterapia € a
principal alternativa para reduzir a morbidade da doenga em areas endémicas,

bem como tratar casos isolados da doenca.
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Contudo, o controle de doengas tropicais negligenciadas ndo pode ser
baseado apenas no tratamento, uma vez que a maioria das pessoas infectadas
esta a mercé de sistemas de saude e social inadequados que precisam ser
melhorados para que beneficios em longo prazo sejam alcangados (Gray et al.,
2010). Outro fator que deve ser levado em consideracéo € que o PZQ atua
parcialmente em vermes imaturos e ocorrem casos de reinfecgdo, com isso,
programas de controle baseados apenas na quimioterapia tem apenas efeitos
temporarios e limitados no processo de transmiss&o a longo prazo (Doenhoff et
al., 2009).

De acordo com Grey e colaboradores (2010) a estratégia mais
promissora seria um controle integrado com énfase na necessidade de
conjugar o tratamento com quimioterapicos em larga escala com o uso de
moluscicidas (em algumas circunstancias), modificagdo ambiental, educagéo e
promocdo da saude e melhoria nas condigbes de saneamento basico. E
importante interromper ndo apenas a transmissao relacionada ao hospedeiro
definitivo em relacdo ao caramujo, mas também vice-versa (Rollinson et al.,
2012).

Conforme Coura & Amaral (2004), o controle da doenga no Brasil é
dificultado por algumas razbes, a saber. extensa disseminagcao dos
hospedeiros intermediarios no territdério nacional; custos relativamente altos
para a implementagédo de condigdes sanitarias ideais e de suprimento de agua
tratada em todos os focos de transmissdo; dificuldades para protegao
individual. Assim, verifica-se a continuidade de um intenso contato com aguas
naturais, propiciando reinfeccdo. O longo tempo necessario para a educagao
sanitaria funcionar adequadamente e para atingir a adesdo das comunidades
de maneira efetiva aos programas de controle é outro problema complexo.

Os dois principais medicamentos que foram utilizados extensivamente
no tratamento da esquistossomose sdo a oxamniquina (OXA) (Mansil — Pfizer
S.A) e o praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos - Fundagdo Oswaldo Cruz/
FIOCRUZ).

A OXA é uma tetrahidroquinolina semi-sintética e tornou-se disponivel
para o tratamento da esquistossomose nos anos 70, sendo, em passado
recente, muito utilizada no tratamento de populagdes, com aproximadamente

13 milhdes de pessoas tratadas na América do Sul e Africa (Fenwick et al.,
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2003). Atualmente, a produgcdo da OXA foi suspensa pelo laboratério Pfizer
devido a complexidade, alto preco de producao e a limitacao de ser eficiente s6
na esquistossomose mansoni, com isso, hoje em dia, esse farmaco foi
substituido pelo PZQ para o tratamento da esquistossomose, tanto em
campanhas de saude publica como na clinica, tendo em vista sua boa
eficiéncia, baixa toxicidade e baixo custo na producdo do medicamento tem
sido fabricado por Farmanguinhos/FIOCRUZ.

O PZQ ¢é \utilizado para o tratamento da esquistossomose em
populacdes em todo planeta, e a existéncia de cepas de Schistosoma
resistentes ao PZQ pode ser considerada potencialmente um problema para o
controle dessa doenga, uma vez que, de acordo com El-Ansary et al. (2006), os
métodos de controle da esquistossomose tém sido centralizados no uso da

quimioterapia.

1.5 Praziquantel

O PZQ é, atualmente, o medicamento de escolha, segundo a OMS, para
o tratamento em larga escala da esquistossomose, sendo efetivo contra as
cinco espécies de Schistosoma (Doenhoff et al., 2002). Foi desenvolvido na
metade da década de 70 em estudo conjunto dos pesquisadores dos
laboratérios Bayer e Merck. E um derivado sintético da pirazina isoquinolina e
sua preparagao comercial € uma mistura racémica composta de partes iguais
de levo R (-) e dextro S (+) isbmeros. Porém, apenas o enantiomero (-) possui
atividade esquistossomicida (Xiao & Catto, 1989; Wu et al., 1991).

A dose recomendada para o tratamento da esquistossomose mansoni e
haematobica € de 40-60mg/Kg, sendo utilizadas doses mais elevadas nos
casos de esquistossomose japdnica, infecgdes pelo S. mansoni em criangas e
em alguns paises africanos devido a resisténcia natural de linhagens
geograficas do parasito ao farmaco (WHO, 2002). Em geral, o PZQ apresenta
baixa toxicidade e sua eliminagdo ocorre através da urina e fezes apos 24
horas (Cioli & Pica-Matoccia, 2003). Os efeitos colaterais sdo raros, contudo,
0S mais comuns incluem nauseas, vomitos, dores abdominais e diarreias. A
frequéncia e a gravidade dos efeitos colaterais estdo diretamente relacionadas

com a intensidade da infecgao (Polderman et al. 1984). Contudo, a toxicidade a
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longo prazo é desconhecida e, por outro lado, o PZQ é seguro para ser
administrado em criancas e mulheres gravidas (Dayan, 2003). E eficaz em
pacientes de todas as idades e em diferentes formas clinicas da doenca,
inclusive na forma hepatoesplénica descompensada (Bassily et al., 1985) e
atua mais eficientemente contra os vermes adultos, principalmente fémeas.

Apesar dos inumeros trabalhos realizados na tentativa de esclarecer o
modo de agdo do PZQ, existem ainda muitas perguntas a elucidar. Assim,
alguns efeitos desse farmaco sobre o parasito ja estdo bem estabelecidos,
como contragdo muscular, dano tegumentar, bloqueio do sistema excretor e
alteragdes metabdlicas (Pax et al.,, 1978; Fetterer et al., 1980; Becker et al.,
1980; Mehlhorn et al., 1981; Lima et al., 2994a; Ribeiro et al., 1998; Oliveira et
al., 2006).

A contracdo muscular € um dos primeiros efeitos observados no verme
exposto ao farmaco in vivo ou in vitro (Cioli & Pica-Mattoccia, 2003). Em
decorréncia da contragao, os vermes perdem a capacidade de fixagcao, devido
ao relaxamento da musculatura da ventosa ventral (acetabulo), e s&o
arrastados para o figado, onde ocorrem reagdes imuno-inflamatérias contra os
vermes lesado, e, em conjunto com outros agravos ao parasito, culminara com
a eliminacdo dos mesmos (Pax et al. 1978).

As alteragdes causadas no tegumento também sdo observadas logo
apdés o contato com o farmaco e sao devidas a vacuolizacdo na base do
tegumento, seguidas de bolhas na superficie (Becker et al., 1980). O PZQ
também causa alteragao na fluidez da membrana do verme e desestabilizacao
do tegumento (Lima et al., 1994a). Estas alteracbes causam a morte direta do
parasito ou ainda podem levar a exposicdo de antigenos, que seriam
rapidamente reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro e este, em
conjunto com o farmaco, eliminaria o parasito (Harnett & Kusel, 1986; Doenhoff
et al., 1987; Modha et al., 1990), uma vez que alguns estudos ja demonstraram
que a eficacia do praziquantel depende do estado imune do hospedeiro
(Brindley & Sher 1987; Fallon et al,. 1992; Ribeiro et al., 1998).

Acredita-se que a maioria desses mecanismos de agao do PZQ sejam
processos dependentes de Ca++ (Cioli et al.,, 1995), uma vez que foi
demonstrado, em experimentos in vitro, realizados em meio de cultura livre de

Ca++, o bloqueio dessas respostas (Pax et al., 1978; Wolde-Mussie et al.,
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1982; Xiao et al.,1984). Sugere-se, ainda, que o PZQ atue inibindo canais de
calcio (Greenberg, 2005), uma vez que, com a interferéncia na fungao desses
canais do parasita, foi possivel obter um significante nivel de inibicdo da
atividade esquistossomicida do PZQ (Pica-Mattoccia et al., 2007).

Em experimentos in vitro, apdés a exposicdo ao PZQ, foi possivel
observar uma depleg¢ao do conteudo de glutationa dos parasitas (Ribeiro et al.,
1998). A glutationa é um tripeptideo fundamental para a sobrevivéncia das
células, como a sintese do DNA e proteinas, atividade enzimatica, transporte e
protecao celular (Meister & Andreson, 1983).

Oliveira et al. (2006) e Couto et al., (2011) demonstraram que o PZQ é&,
também, capaz de inibir a atividade excretora de vermes adultos de S. mansoni
e esta pode ser recuperada, dependendo da concentragdo do farmaco, apos
retirada do medicamento.

Estudos ja4 demonstraram a acdo de diferentes medicamentos que
atuam em vermes adultos na fase intramolusco do parasito. O cloranfenicol
(Warren & Weisberg, 1983), hycanthone (Waren, 1967), OXA e diversos outros
compostos esquistossomicidas (Coelho et al., 1988) foram capazes de suprimir
a eliminacao de cercarias apds exposicdo a esses farmacos. A acdo do PZQ
frente a miracidios, esporocistos e cercarias também ja foi descrita
(Andrews,1978; Coles, 1979; Touassem & Combes, 1986; Yi & Combes, 1987,
Coelho et al., 1988; Riley & Chappel, 1990; Liang et al., 2001; Liang et al, 2003;
Mattos et al., 2006, Liang et al., 2010). Nestes estudos, foi possivel verificar
que tanto os miracidios quanto os esporocistos sdo afetados pelo PZQ. De
acordo com Coles (1973), enzimas presentes em esporocistos migram de
maneira semelhante as de vermes adultos em eletroforese. Esses dados
apontam para uma similaridade entre as vias metabdlicas destas duas

diferentes fases do ciclo de vida do Schistosoma (Coelho et al., 1988).

1.6 Resisténcia ao praziquantel

Tem-se documentado que programas de tratamentos em massa tendo
como objeto populagdes humanas podem resultar no surgimento de cepas de
parasitos resistentes. O argumento principal é que o tratamento mata

patdbgenos sensiveis e reduz a competicdo intra e inter hospedeiros entre
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parasitas sensiveis e resistentes e, por isso, aumenta a chance de transmissao
de patogenos resistentes decorrentes de hospedeiros submetidos a pressao
quimioterapica. Como resultado, pode-se maximizar e facilitar a presenca de
parasitas resistentes sobreviventes (Blanton et al., 2011).

Em muitas infecgdes por helmintos, o uso da quimioterapia para controle
€ dificultado pela ocorréncia de resisténcia ou tolerancia a certos farmacos
usados anteriormente. Conforme Fallon et al. (1996), a tolerancia é uma nao
suscetibilidade inata do parasita ao farmaco, antes mesmo de ter sido exposto
a ela. A tolerancia a esquistossomicidas pode se manifestar na diferenca de
suscetibilidade em fungdo da idade e do sexo do parasita. Estudos em
laboratério ja demonstraram que a atividade do PZQ e outros farmacos
esquistossomicidas sao estagio-dependentes. Vermes imaturos (3 a 5
semanas) sao menos suscetiveis ao PZQ do que vermes adultos (Gonnert &
Andrews, 1977; Xiao et al., 1985; Sabah et al., 1986; Pica-Mattoccia & Cioli,
2004; Vimeiro et al., 2013). Estagios imaturos de desenvolvimento do S.
mansoni sdo mais resistentes a formacao de vesiculas que as formas maduras
do parasito, quando tratadas com PZQ (Xiao et al 1985), o que talvez esteja
envolvido com a pequena sensibilidade de vermes imaturos a droga. Sugere-
se, também, que baixos indices de cura em algumas regides possam
manifestar uma falsa resisténcia/tolerancia, sendo as altas taxas de infeccéo e
reinfec¢do, além da presenca de vermes imaturos, em grandes proporgdes no
momento do tratamento, os principais responsaveis pelo baixo indice de cura
do PZQ durante o tratamento (Doenhoff et al., 2002). Devido a esses fatos, a
persisténcia de vermes apos o tratamento pode ser atribuida a presenca de
parasitos imaturos provenientes de continuas re-infecgbes (Cioli & Pica-
Mattoccia, 2003). Contudo, é possivel que os vermes sobreviventes ou uma
porcdo destes constitua realmente uma populagcdo de vermes adultos
selecionados resistentes ao medicamento (Blanton, 2011).

Kinoti & Coles (1997) sugeriram que uma populagdo de Schistosoma é
resistente quando ha uma reducgao significativa na sua resposta a agentes
esquistossomicidas em relagdo a populagdes suscetiveis. Existem também
longas discussbdes com relagao a falha no tratamento com PZQ, principalmente

em areas endémicas, se esta se deve a altas taxas de transmissdo e re-
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infeccdo ou resisténcia/tolerancia do parasita ao farmaco e altas cargas
parasitarias (Gryseels et al., 2001; Doenhoff et al., 2002).

Em funcdo da eficiéncia e baixa toxicidade do PZQ, foi possivel o
emprego deste em larga escala em &reas endémicas, bem como em
tratamentos repetidos. Porém, o uso da quimioterapia em massa e de
tratamentos repetitivos, como principal método de controle da esquistossomose
em areas endémicas, certamente pode gerar o surgimento de cepas
resistentes, através do mecanismo de pressao quimioterapica seletiva (Coelho
et al., 1997). O impacto desse tipo de programa na estrutura genética das
populagcdes do parasita € pouco conhecido, embora seja bastante provavel que
a presséo seletiva é/sera exercida (French et al., 2012; Coeli et al., 2013).

Varias medidas tém sido sugeridas para se tentar reduzir o impacto da
resisténcia a farmacos esquistossomicidas: educagao sanitaria para evitar a
reinfeccdo apos o tratamento; medidas de saneamento basico; aumento da
vigilancia pelos 6rgaos oficiais de saude publica, para monitorar o
aparecimento de resisténcia; desenvolvimento de técnicas simples e factiveis
para a detecgao de cepas resistentes no campo; desenvolvimento de novos
farmacos esquistossomicidas; associagcao de farmacos (Bennett et al., 1997).

A resisténcia a esquistossomicidas foi relatada, primeiramente, com o
hycanthone e a OXA no Brasil (Katz et al., 1973; Campos et al., 1976; Coelho
et al., 1988, Araujo et al., 1996, Coelho et al., 1997). Estudos posteriores no
Kenya e no Brasil, onde o tratamento em massa é realizado, demonstraram a
resisténcia de vermes apds sucessivos tratamentos quimioterapicos (Coles &
Bruce, 1987).

O primeiro relato de resisténcia ao PZQ foi registrado por Fallon &
Doenhoff (1994), em condi¢cbes de laboratério. A partir deste trabalho, alguns
estudos ja demonstraram a existéncia de cepas de S. mansoni resistentes ou
tolerantes ao PZQ, tanto em isolados produzidos no campo quanto em
laboratério (Fallon et al., 1995; Stelma et al., 1995; Araujo et al., 1996; Ismail et
al., 1996; Ismail et al., 1999; Bonesso-Sabadini & Dias, 2002; Couto et al.,
2011, Coeli et al., 2013).

Varios parametros tém sido utilizados para se tentar definir a existéncia
de cepas resistentes. Fallon et al. (1996) propuseram considerar que isolados

resistentes devem possuir EDsy pelo menos cinco vezes maior do que as
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cepas sensiveis ao farmaco e sao considerados com suscetibilidade reduzida
quando a EDsp for trés vezes maior. Por outro lado, Bennet et al. (1997),
considera para caracterizar suscetibilidade/resisténcia quando a dose efetiva
para matar 50% dos vermes adultos de isolados resistentes é de trés a cinco
vezes maior que para isolados sensiveis. Cioli et al. (2004) avaliaram os
valores de EDsq (dose efetiva para matar 50% dos vermes) considerados para
isolados sensiveis e resistentes ao PZQ e observaram que vermes resistentes
demonstraram apresentar EDsp trés vezes maior que os isolados controle. Além
disso, a taxa de eclosdo de miracidios, o tempo necessario para que o PZQ
altere a morfologia do miracidio, bem como a taxa de cercarias que perdem a
cauda em contato com PZQ, durante um determinado tempo, ja foram
sugeridos como parametros para se definir a presenga ou nédo de resisténcia
em S. japonicum (Liang et al., 2000; Liang et al.,2003). Contudo, devido a
diferencas na suscetibilidade ao PZQ entre as espécies e linhagens de
Schistosoma, esses ensaios devem ser melhor avaliados, comparando-se as
respostas das varias espécies e cepas (Liang et al., 2001) e o encontro de
marcadores moleculares da resisténcia a drogas esquistossomicidas ira, sem
duvidas, diminuir muito a subjetividade e ambiguidade relacionadas a aspectos
morfoldgicos, bioldgicos e comportamentais como critérios de resisténcia.

O processo de pressdao quimioterapica para selegcdo de resisténcia
realizado em laboratério € um processo importante a ser utilizado, uma vez que
estes parasitos resistentes podem ser a chave para elucidar os mecanismos de
acao de drogas (Ross et al., 1993; Liang et al.,, 2003). Além disso, o
desenvolvimento de S. mansoni resistentes a droga artificialmente
selecionados sao fundamentais para elaborar métodos de deteccao precoce de
resisténcia, bem como testar novas estratégias terapéuticas (Fallon &
Doenhoff, 1994).

Um aspecto critico na evolugao de resisténcia as drogas entre helmintos
€ que as metodologias usadas para detectar resisténcia necessitam de
aperfeicoamento e de novas abordagens (Bennett et al., 1997). Por outro lado,
devido a falta de novos conhecimentos sobre os mecanismos de acédo de PZQ,
as hipoteses sobre alguns dos mecanismos de resisténcia permanecem
especulativos (Doenhoff et al., 2008) e de acordo com Coles (1987) s6 estudos

com parasitos resistentes ao PZQ podem ajudar a elucidar os mecanismos
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moleculares de ac¢do do farmaco. Coles (1989) sugere que a produgdo em
laboratério de parasitos resistentes ao PZQ torna-se um instrumento valioso
para ajudar a elucidar os mecanismos moleculares de agdo da droga. Existem
amplas discussbes se as falhas no tratamento sdo devidas as altas taxas de
transmissao, com constantes reinfeccdes, ou da diminuicido da suscetibilidade
do parasito ao PZQ (Gryseels et al., 2001; Doenhoff et al.,2002).

Os principais problemas para o estudo da resisténcia do S. mansoni ao
PZQ se devem as dificuldades logisticas para indugdo de resisténcia e a
posterior manutencao do isolado em laboratério. Os diversos experimentos de
inducdo de resisténcia ja publicados, realizados em laboratorio, utilizam
sucessivos fechamentos completos do ciclo evolutivos apoés tratamentos
sucessivos em camundongos logo, sdo demorados e utilizam metodologias
distintas, o que dificulta a comparacédo dos resultados entre eles, impedindo,

assim, uma analise estatistica confiavel (Fallon et al., 1996).

1.7 Proteinas envolvidas na resisténcia a multidrogas (multidrug

resistance - MDR)

Um dos mecanismos mais comuns no desenvolvimento de resisténcia a
farmacos é através do aumento do efluxo destes, frequentemente, mediado por
transportadores multidrogas. Estes sao transportadores celulares de efluxo
com amplas especificidades de substratos e que removem ativamente
xenobidticos e compostos toxicos, incluindo drogas de células e tecidos
(Pommier et al., 2004). Tais transportadores constituem a base para a
resisténcia multidrogas (MDR), um fenémeno no qual as células que
desenvolvem resisténcia a um determinado medicamento também demonstram
inesperada resisténcia cruzada para varios compostos estruturalmente nao
relacionados (Kasinathan & Greenberg, 2012). Muitos destes transportadores
sao membros de uma ampla familia de proteinas de membrana denominada
ATP-binding-cassete (ABC) que inclui a P-glicoproteina (Pgp), proteinas
associadas a resisténcia multidrogas (MRPs), proteina de resisténcia ao cancer
de mama (BCRP), entre outras (Ambudkar et al., 2003; Gimenez-Bonafe et al.,
2008). Como o proprio nome sugere transportadores MDR também regem a

resisténcia a multidrogas. Tal fenémeno foi originalmente caracterizado em
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células tumorais de mamiferos que foram selecionados para resisténcia a uma
unica droga, mas que demonstraram uma imprevisivel e surpreendente
resisténcia cruzada contra varios compostos nao relacionados estruturalmente
(Messerli et al., 2009).

Esta superfamilia de proteinas ABC possui diversas funcbées em
animais, plantas e bactérias, incluindo o transporte de diversos compostos tais
como peptideos, hormdnios, colesterol e outras substéncias (James et al.,
2007). Membros desta familia de proteinas sao transportadores que acoplam a
translocacao do substrato a hidrolise do ATP e que compreendem um dos
maiores grupos de proteinas transmembrana encontradas nas células (Dassa
& Bouige, 2001; Borst & Elferink, 2002) e estdo presentes em organismos de
todos os Reinos. Tais proteinas utilizam a energia resultante da hidrélise de
ATP para transportar uma variedade de moléculas através de um processo
ativo em membranas bioldgicas, incluindo aminoacidos, agucares, peptideos,
lipideos, ions e farmacos (Higgins, 1992). Em uma célula normal, as principais
funcdes fisiologicas desses transportadores estdo relacionadas com remogao
ou exclusdo de xenobidticos e toxinas metabdlicas das células, bem como
transporte de moléculas sinalizadoras (Kasinathan & Greenberg, 2012) e estao
envolvidas na regulacdo da morte celular (Johnstone et al., 2000) e fungbes do
sistema imune (van der Ven et al., 2009). Estudos das propriedades funcionais
destas proteinas transportadas de drogas em Schistosoma ainda sao limitados.

Todos os transportadores ABC compartilham pelo menos um dominio
ATPase altamente conservado contendo os motivos Walker A e Walker B,
encontrados em muitas familias ATPase, e o motivo C ou assinatura ABC,
sequéncia de aminoacidos exclusiva desse tipo de proteinas, que esta
localizado entre os outros dois motivos Walker, logo acima do Walker B
(Greenberg, 2013).

Proteinas envolvidas na metabolizacdo de farmacos ja foram
identificadas no S. mansoni. Bosch et al. (1994) identificaram a presenga da
SMDR2, uma proteina Pgp-like, cujo gene codifica 12 regides transmembrana
e 2 dominios ligadores de ATP preditos. A Pgp, como um dos membros dessa
familia de transportadores ABC, € uma bomba de efluxo ATP-dependente,
produto do gene de resisténcia a multidrogas 1 (MDR1, ABCB1). Sondas

fluorescentes que sao conhecidos substratos de proteinas transportadoras
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ABC em mamiferos foram usadas para examinar a fungcdo destes
transportadores em vermes adultos de S. mansoni. A sonda Resorufim ja foi
utilizada para demonstrar a atividade da Pgp. Esta sonda é um sal sédico (7-
hidroxi 3-fenoxazina) de natureza fluorescente e € um substrato para a Pgp. A
Resorufim difunde-se passivamente através do tegumento dos vermes adultos
de S. mansoni e é excretada por meio de uma suposta Pgp expressa no
epitélio excretor. Esta sonda foi concentrada nos tubulos excretores de vermes
e a excrecao foi impedida pela administracido de ciclosporina A e verapamil,
inibidores de Pgp, sugerindo que a proteina era expressas e,
consequentemente, estariam envolvidas na excrecéo e redistribuicdo de drogas
no parasito (Ambudkar et al., 1999). Em trabalho realizado por Oliveira et al.
em 2006, utilizando a Resorufim, demonstrou-se que o PZQ é capaz de inibir a
atividade excretora de vermes adultos da cepa LE de S. mansoni e que esta
atividade pode ser recuperada quando o verme é retirado do contato com o
farmaco. Em trabalho realizado por Couto et al. em 2010, também utilizando
esta sonda, foi possivel verificar que o PZQ nao inibe completamente a
atividade do sistema excretor de parasitos resistentes ao PZQ reforgcando a
hipétese de que esta proteina pode estar relacionada com o mecanismo que o
parasito possui para eliminar o PZQ.

Outro membro da superfamilia ABC sdo as proteinas associadas a
resisténcia multidrogas (MRP). A MRP1 (ABCC1) de mamiferos € um dos nove
genes da MRP humana e demonstra alguma sobreposigdo com o espectro de
substratos da Pgp. Contudo, diferente da Pgp que possui preferéncia por
compostos neutros e  hidrofébicos  catibnicos, @MRP1 transporta
preferencialmente anions organicos, drogas estruturalmente diversificadas e
outros compostos tais como a glutationa e outros bioconjugados transformados
e moléculas sinalizadoras (Leslie et al., 2004, Ambudkar et al., 2003; Gimenez-
Bonafe et al., 2008). Tem-se relato de poucos estudos da MRP1 em
Schistosoma ou outros helmintos e estes estao relacionados com a localizagao
de um substrato fluorescente putativo de MRP1 de mamiferos no sistema
excretor de Schistosoma (Sato et al., 2004) e imunoreatividade anti-MRP1 ao
longo da camada de células tegumentar em Fasciola gigantica (Kumkate et al.,
2008). Recentemente, Kasinathan et al. (2010b) confirmaram a existéncia de

uma proteina (SmMPR1), homdloga a MRP1 de mamiferos, e demonstraram
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que, assim como a SMDR2 homdéloga da Pgp, estd mais expressa em vermes
apos exposicao a concentragdes subletais de PZQ, contudo, com um padrao
um tanto quanto diferente da SMDR2. A SmMRP1 aparenta possuir diferente
distribuicao entre machos e fémeas. Diferente de SMDR2, o RNA de SmMRP1
esta mais expresso em vermes machos que em fémeas. Além do mais, o RNA
de SmMMRP1 e SMDR2 estdo mais expressos em vermes juvenis (insensiveis
ao PZQ) comparado com vermes adultos (Messerli et al, 2009; Kasinathan et
al., 2010b). Estes resultados corroboram a hipétese que transportadores MDR
podem ter um papel importante na resposta do parasito ao PZQ.

Embora estudos demonstrem a importancia dos transportadores ABC no
fendbmeno de resisténcia a multidrogas, diversas linhagens celulares MDR tem
sido descritas sem ter uma maior expressao de Pgp ou MRP, indicando que
mecanismos adicionais devem ser considerados (Futscher et al. 1994). A
superexpressdao de major vault protein (MVP) ja foi encontrada em algumas
linhagens de células tumorais e de leucemia resistentes a uma variedade de
compostos citotdxicos que nao expressam Pgp (Schefer et al., 1995; Izquierdo
et al., 1996; lkeda et al., 1999). Além do mais, aumento nos niveis de RNAm de
MVP ja foi associado com o fenétipo MDR em algumas linhagens de células
tumorais resistentes (Laurencot et al., 1997).

A MVP de 100kDa representa mais de 70% e €& o componente
predominante do complexo Vault, uma ribonucleoproteina de 13MDa
encontrados no citoplasma de células eucaridticas composta por mais dois
componentes proteicos: a vault (Poly-ADP-Ribose) polimerase (VPARP), que
corresponde a um membro funcional da familia PARP encontrada dentro do
complexo e a proteina telomerase-associada 1 (TEP1), ligadora de RNA
(kedersha & Rome, 1986; Van Zon et al., 2003). Além disso, € composto por
um pequeno RNA nao codificador (VRNA) de aproximadamente 140pb. A
notavel conservagao e ampla distribuigdo das vaults sugerem que suas fungdes
sao essenciais para os eucariotos e que sua estrutura € importante para essas
funcgdes (Kickhoefer et al.,, 1998). Embora as fungbes destes complexos nao
tenham sido completamente esclarecidas, sua estrutura em forma de cilindro
oco e sua localizagdo sub-celular indicam participacdo no transporte
intracelular (Mossink et al., 2003). Sugere-se também o envolvimento deste

complexo em vias de sinalizacdo celular relacionados com sobrevivéncia e
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proliferagdo, tais como a participacdo na regulacdo da expressao génica
induzida por IFN-1 e na regulagdo da via MAPK induzida pelo fator de
crescimento epidérmico (Steiner et al., 2006; Berger et al., 2008).

Reis et al. (2013) foram capazes de identificar uma MVP predita em S.
mansoni (SmMVP) bem conservada e que apresenta caracteristicas
semelhantes a de outros organismos, como dominios conservados e peso
molecular equivalente além de caracteristicas especificas do parasito, através
de andlises de bioinformatica utilizando o banco de dados do genoma do

parasito de aproximadamente 100kDa.
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2 JUSTIFICATIVA

Diante da caréncia de um método rapido e confiavel para selecionar
linhagens de Schistosoma resistentes ao PZQ em laboratorio e da dificuldade
de manter essa linhagem (fato relatado por todos que trabalham com isolados
resistentes de S. mansoni), nosso grupo de pesquisa desenvolveu um método
para indugao de resisténcia que se mostrou rapido, de simples execugao e
econdémico, utilizando como modelo experimental caramujos B. glabrata
infectados com S. mansoni. Os caramujos infectados foram submetidos a
tratamentos sucessivos com uma dose sub curativa de PZQ para selecionar
parasitos menos sensiveis a droga por pressao quimioterapica. Este isolado
resistente selecionado, denominado LE-PZQ, apresentou em camundongos
uma EDsp (dose efetiva para matar 50% dos vermes) 5,3x maior do que a
observada na cepa original, suscetivel ao PZQ (Couto et al., 2011). Também foi
possivel verificar, através de sondas fluorescentes, que estes parasitos
selecionados, diferentemente dos controles nao selecionados, possuiam danos
menos intensos em seu tegumento e que mantinham sua atividade excretora
ap6s o contato com o PZQ. Nosso grupo sugere que a permanéncia da
atividade excretora pode estar relacionada com a com uma maior expressao de
proteinas SMDR2 e, consequentemente, ligada com a resisténcia desse
isolado ao PZQ (Couto et al., 2010).

Ente os membros da superfamilia das proteinas ABC, em S. mansoni ja
foram descritos o SMDR2, um ortdlogo da PgP (Bosch et al.,, 1994) e o
SmMRP1, um ortélogo da MRP1 (kasinathan et al., 2010b). Trabalhos recentes
sugerem que niveis mais elevados destes transportadores estdo associados
com suscetibilidade reduzida ao PZQ em S. mansoni (Messerli et al., 2009;
Kasinathan et al., 2010a). Estas proteinas podem estar envolvidas na
resisténcia aos farmacos em helmintos e em outros organismos (Lage, 2003;
James et al., 2009).

Face ao problema em potencial de resisténcia principalmente ao PZQ
em areas endémicas, surge a necessidade de marcadores moleculares para
resisténcia através de testes rapidos para que medidas alternativas (outras
drogas) sejam tomadas, como o uso de outros medicamentos ou associag&o

de drogas.
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Para a deteccao de vermes resistentes ao PZQ em pacientes no campo
ou em caramujos coletados do campo urge a necessidade de um teste simples
que sera de grande valia para que a falha no tratamento dos pacientes possa
ser esclarecida rapidamente (Liang et al., 2001). Em estudo realizado por Liang
et al. (2010) foi possivel observar, entre outras conclusdes, que ha uma menor
perda de cauda em cercarias de um isolado resistente ao PZQ comparado ao
sensivel. Diante disso, este poderia ser uma alternativa rapida e facil para
identificar caramujos infectados com isolado resistente ao PZQ. Assim, a
elaboragdo de um método bem padronizado para identificacdo desses
parasitos resistentes € fundamental para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas.

Diante do exposto, este trabalho estudou o tratamento de camundongos
infectados com S. mansoni resistentes ao PZQ em diferentes fases do ciclo de
vida parasito no hospedeiro vertebrado a fim de avaliar quando a resisténcia é
mais evidente, bem como avaliar a agdo do PZQ em cercarias sensiveis e
resistentes ao PZQ a fim obter um teste rapido para detecg¢ao de resisténcia.
Por fim, avaliar o papel da SMDR2, da SmMRP1 e da SmMVP na resisténcia
do S. mansoni ao PZQ em um isolado de laboratério resistente, uma vez que
estudos apontam a importancia destas para o parasito e por estarem

envolvidas nos mecanismos de resisténcia a farmacos.
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3

3.1

OBJETIVO
Objetivo Geral

Avaliar a resisténcia/ suscetibilidade da cepa LE-PZQ bem como

estudar o envolvimento de proteinas na resisténcia do S. mansoni ao PZQ.

3.2

Objetivos Especificos

Manter a cepa LE-PZQ e verificar a permanéncia da resisténcia da cepa
ao PZQ;

Avaliar o tratamento de camundongos infectados com S. mansoni cepa
LE e LE-PZQ com PZQ em diferentes fases do ciclo de vida parasito no

hospedeiro vertebrado;

Observar o efeito in vitro do PZQ sobre a perda da cauda de cercarias

de S. mansoni provenientes de isolado sensivel ou resistente ao PZQ;

Comparar os niveis de RNA para SMDR2 e SmMMRP1 por qRT-PCR em
vermes adultos de S. mansoni no isolado LE-PZQ em relacédo a cepa
LE;

Avaliar os niveis de RNA e proteinas SmMVP por gRT-PCR e Western
Blot em vermes adultos da cepa LE-PZQ em comparagdo com a cepa
LE.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tratamento com PZQ de camundongos infectados com S. mansoni

cepa LE e LE-PZQ em diferentes fases do parasito no hospedeiro

Duzentos caramujos da espécie B. glabrata, linhagem Barreiro de Cima,
mantidos rotineiramente pelo Moluscario do Centro de Pesquisa René Rachou/
FIOCRUZ, foram utilizados para manuteng¢ao da cepa LE-PZQ, cepa resistente
ao PZQ obtida apos sucessivos tratamentos de caramujos infectados com S.
mansoni com o farmaco (Couto et al., 2011). Os caramujos foram expostos,
segundo a técnica descrita por Souza (1993), a 10 miracidios de S. mansoni,
da cepa LE-PZQ. Apds trinta dias os caramujos foram colocados em beckeres
de 10mL contendo 2mL de agua sem cloro e expostos a luz artificial por 60
minutos. Logo em seguida, foram examinados individualmente em lupa para
verificar a presenga ou nao de cercarias. As cercarias obtidas foram utilizadas
para infectar camundongos.

Para este experimento os camundongos foram tratados com PZQ na
dosagem de 400mg/Kg apos 2, 6, 16, 23 ou 45 dias depois de realizada a
infecgéo (d.p.i).

Foram utilizados camundongos Mus musculus, fémeas, com mais ou
menos dois meses de idade, pesando entre 18 a 22 gramas, nascidos e
criados no Biotério do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR). Os
procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Fundagao Oswaldo Cruz (Licenga n®LW 83/12).

Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente, por via
subcutanea, segundo a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968) com 100
(£10) cercarias da cepa LE (suscetivel ao PZQ e mantida rotineiramente no
Moluscario do CPqRR) ou LE-PZQ. A infecgao foi realizada utilizando uma
seringa de ago-inox de 10mL com volume ajustavel.

Os animais foram divididos em seis grupos de camundongos infectados
com cepa LE e outros seis grupos infectados com LE-PZQ (grupos controle, 2,
6, 16, 23 e 45 d.p.i) cada grupo contendo 12 animais. Anterior aos dias dos
tratamentos, conforme os tempos de infecgcao previamente mencionados, os
animais foram pesados e foi realizado o calculo para tratamento com PZQ na
dosagem de 400mg/Kg. Os comprimidos de PZQ (Farmanguinhos - FIOCRUZ)
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foram pesados e, posteriormente, realizado o calculo do fator de corregcao
(considerando-se apenas o principio ativo, excluindo-se o excipiente). Com
ajuda de pistilo, os comprimidos foram macerados e diluidos em agua. O
farmaco foi administrado com auxilio de seringa de gavagem por via oral, em
dose unica.

Trinta dias apds o tratamento, os grupos tratados foram sacrificados,
exceto os grupos controles, que foram sacrificados 45 dias apos a infecgéo, por
fratura cervical. A perfusdo foi realizada seguindo-se a técnica descrita por
Pellegrino & Siqueira (1956), resumidamente: o conteudo visceral foi exposto;
figado e mesentério separados pela ligadura da veia renal e a veia porta foi
seccionada. Com o auxilio de uma agulha, acoplada a um pipetador automatico
(Brewer), solucao salina 0,85% heparinizada foi injetada na aorta descendente,
permitindo, assim, a perfusdo do sistema porta e das veias mesentéricas,
recuperando-se os vermes presentes. Adicionalmente foi realizada a perfusao
do figado através da injecao de salina 0,85%, heparinizada, no hilo hepatico.
Os vermes foram coletados em placas de petri, contados e separados em
macho, fémea e acasalados com auxilio de lupa.

A porcentagem de redugao da carga parasitaria em cada grupo tratado
foi calculada de acordo com a seguinte equacgao:

% reducao = (média de vermes no grupo controle — média de vermes no grupo tratado) x 100
média de vermes no grupo controle

Testes estatisticos utilizando o numero de vermes vivos recuperados em
cada grupo foram utilizados para avaliar uma possivel alteracdo na
susceptibilidade ao PZQ da cepa LE-PZQ. Foram realizadas comparacgdes
entre a média de vermes vivos recuperados dos camundongos infectados com
a cepa LE e o isolado LE-PZQ, tratados com a dosagem de 400mg/Kg de PZQ.
No caso de dados paramétricos, o Teste t de Student foi usado e, no caso de
dados ndo paramétricos, foi realizado o teste de Mann-Whitney. O teste de
analise de variancia simples (one way ANOVA), seguido do teste de Tukey
foram utilizados para avaliar o efeito da dose de PZQ nos vermes da cepa LE e
LE-PZQ, em comparagdo com os respectivos grupos controles quando os
dados foram considerados paramétricos ou o teste de Kruskal-Wallis seguido

das comparagdes multiplas de Dunns para dados ndo paramétricos. Todas as
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analises deste estudo foram realizadas utilizando-se os programas estatisticos
MINITAB 13 e GraphPad Prism 5 e, para resultados significativos, foi
considerado p (] 0,05.

4.2 Avaliacdo da manutencdo da resisténcia da cepa LE-PZQ de S.

mansoni ao PZQ

A cada trés passagens do ciclo de vida do S. mansoni a cepa LE-PZQ
foi submetida a tratamento do hospedeiro vertebrado para avaliar se a mesma
permanecia resistente ao PZQ. Os camundongos foram infectados com 25
(£5) cercarias da cepa LE ou LE-PZQ, tratados apés 45 dias da infecgdo com
a dose de 400mg/kg de PZQ via oral (gavagem) e perfundidos depois de 30

dias do tratamento conforme protocolo supracitado.

4.3 Efeito do PZQ em cercarias de S. mansoni da cepa LE e LE-PZQ

Cem caramujos infectados com cercarias LE ou LE-PZQ foram
distribuidos em dois beckers de 400mL contendo 50mL de agua sem cloro e
expostos a luz por uma hora. Ao final da uma hora, os caramujos foram
retirados restando apenas a solugdo com cercarias da cepa LE ou LE-PZQ. As
cercarias foram contadas com auxilio de microscopio estereoscopio (Zeiss
Stemi DV4) e o volume ajustado para obter 200 (£10) cercarias em 2mL de
agua sem cloro. As solugdes foram distribuidas em cada pogo das placas de
seis pogos e adicionado PZQ nas concentragbes de 0,5mM, 1mM ou 2mM por
poco. Apds 1 ou 2 horas de exposigao a droga, as cercarias foram avaliadas
quanto a perda da cauda.

Para comparar os resultados obtidos foram utilizados testes estatisticos.
Para avaliar as diferengcas de perda da cauda entre as cepas LE e LE-PZQ
expostas a mesma dosagem de PZQ foi utilizado o teste de Mann-Whitney e
para avaliar o efeito das diferentes concentragbes da droga com seus
respectivos controles o teste de Kruskal-Wallis seguido das comparagdes

multiplas de Dunns foi utilizado.
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4.4  Obtencéo de parasitos para experimentos de gRT-PCR

Camundongos infectados com 100 + 10 cercarias da cepa LE-PZQ ou
LE foram perfundidos apds 45 dias conforme descrito por Pellegrino e Siqueira
(1956). Apods a perfusao, os vermes foram lavados trés vezes com meio RPMI
— 1640 (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) e separados em machos (20
vermes), fémeas (20 vermes) ou machos e fémeas colocados juntos em
mesma quantidade (10 machos e 10 fémeas), os quais nos referimos durante

todo o trabalho como vermes em pares.

4.5 Niveis de RNA dos genes SMDR2 e SmRP1
4.5.1 Extragcdo de RNA

Para extragdo do RNA total dos parasitos optou-se pelo emprego
sequencial dos reagentes: TRIzol® Reagent (Invitrogen™); RNeasy®
(Qiagen™); Turbo™ DNAse (Ambion™), realizando modificagdes necessarias
sobre os protocolos sugeridos por cada fabricante conforme descrito abaixo. E
importante evidenciar que durante todas as etapas da extracéo e purificacdo de
RNA os utensilios e superficies empregados eram regularmente aspergidos
com solugao preservadora, inibidora da agdo de RNAses (RNaseZAP® RNase
Descontamination Solution - Ambion™).

Os vermes recuperados foram resuspensos em 1mL do reagente
TRIzol® e homogeneizado imediatamente por pipetagens sucessivas do
volume obtido, seguido de agitagdo mecanica vigorosa em aparelho Virtis,
usando tubos de vidro de parede espessa adequados e repetindo-se 3 ciclos
de agitagao por 15 segundos, seguida de descanso em banho de gelo por 1
minuto. O conteudo foi transferido de volta a um microtubo de 2,0mL e mantido
por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacao
dos complexos de nucleoproteinas. A este conteudo foram adicionados 0,2mL
de cloroférmio (Merck™), e o tubo foi vigorosamente agitado em Vortex por 10
segundos. O tubo foi novamente mantido em temperatura ambiente por 20
minutos e apds este tempo, foi realizada centrifugagao a 12.000 xg 4°C por 10

minutos. A fase aquosa superior foi cuidadosamente recolhida com pipetador e
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transferida para novo microtubo de 2,0mL. Foi adicionado igual volume
(aproximadamente 0,5mL) de isopropanol (Merck™), seguido de suave
homogeneizagdo por inversdo do tubo, que foi entdo incubado a -20°C por 1
hora para precipitagdo do RNA total. Transcorrido o tempo, foi realizada
centrifugagdo a 10000 xg 4°C por 10 minutos, sendo o sobrenadante
descartado por inversdao do tubo. O precipitado foi lavado pela adicéo
cuidadosa de 0,5mL de etanol (Merck™) 75% preparado em H,0 tratada com
dietil pirocarbonato - DEPC (Merck™), sendo o tubo novamente centrifugado a
10000 xg 4°C por 5 minutos e o sobrenadante desprezado por inversido do
tubo. Esta lavagem foi repetida uma vez e ao final o tubo é mantido invertido
sobre lengo de papel para secagem do precipitado e completa evaporagéo do
etanol durante 10 minutos. O precipitado seco € entado dissolvido em 100uL de
H,0 tratada com DEPC, sendo o tubo incubado em banho-maria a 50°C por 30
minutos para completar a dissolucao.

A purificagdo do RNA total (Cleanup) foi realizada com sistema
RNeasy®. Ao RNA total previamente extraido (aproximadamente 100uL) foram
adicionados 350uL do tampdo RLT, seguida de homogeneizacdo com
pipetador. Foram também adicionados 250uL de etanol (Merck Millipore),
sendo o volume final (700uL) homogeneizado e transferido para a coluna
RNase Mini Spin® ja apoiado sobre um tubo de microcentrifuga de 2 ml (tubo
coletor). A coluna é entdo fechada e o conjunto (coluna + tubo) submetido a
centrifugagédo a 10000 xg 4°C por 15 segundos, descartando-se em seguida o
filtrado e tomando cuidado de nao deixar liquido no tubo coletor. A coluna foi
entdo lavada pela adicdo de 500uL do tampao RPE, sendo entdo fechada a
tampa e o conjunto novamente centrifugado a 10000 xg 4°C por 15 segundos,
descartando-se o filtrado. A lavagem com tampao RPE foi repetida uma vez e a
centrifugacao ao final foi realizada por 2 minutos, para garantir a eliminagao do
etanol da coluna. A coluna foi entdo transferida para um novo microtubo livre
de nucleases, sendo a ela adicionados 30uL de H,0 DEPC. Com a tampa
fechada, o conjunto foi submetido a centrifugagédo a 10000 xg 4°C por 1 minuto
para eluicdo do RNA total purificado, livre principalmente de solventes
organicos, em especial de fenol.

Para eliminacdo de tragos de DNA genémico o RNA total purificado foi

tratado com a enzima Turbo™ DNAse.
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Ao tubo contendo o RNA total purificado foram adicionados: 0,35uL do
tampao da enzima 10X concentrado; 0.5uL da enzima Turbo DNase® 2U/uL;
1,15 pL H20 DPEC. A mistura foi homogeneizada suavemente com auxilio de
pipetador e o tubo foi incubado por 60 minutos a 37°C em bloco de
aquecimento. A enzima foi finalmente inativada pela adicdo de 3uL de tampéo
STOP Buffer, seguida de homogeneizagdo com auxilio de pipetador, incubacao
a temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugagdo a 10000 xg 4°C por 90
segundos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado em um novo
microtubo livre de nucleases, evitando-se ao maximo pipetar o precipitado
branco formado. O tubo foi submetido a uma breve centrifugacao (spin down),
e foi separada uma aliquotas de 2uL para quantificagdo e analise em
espectrofotometro NanoDrop (NanoDrop® ND1000 Spectrophotometer —
Nanodrop Technologies). Os tubos foram entdo imediatamente identificados e

armazenados a -70°C até a utilizacao.

4.5.2 Obtencdo dos cDNAs

Para sintese de cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystem) e 1ug de RNA total.

Resumidamente, em um microtubo livre de nucleases foi adicionado 2uL
de 10x RT Buffer, 0,8uL de 25x dNTP Mix (100mM), 2uL de 10x RT Random
Primers (200nM), 1,0uL de Multiscribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL) e
4,2uL de agua livre de nucleases a fim de completar 10uL por reagdo. Em
seguida, foi adicionado 10uL de RNA total na concentracdo de 1ug. A
preparagao foi incubada em termociclador (MJ Research PTC-200 Thermal
Cycler) a 25°C por 10 minutos, seguidos de 120 minutos a 37°C e 5 minutos a

85°C. As amostras foram armazenadas a -20°C até o uso.

45.3 Iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores de SMDR2, SmMRP1 e o controle

endégeno gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de S. mansoni
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foram sintetizados conforme sequéncias descritas em Messerli et al. (2009) e
Kasinathan et al. (2010a), respectivamente (Quadro 1).

Os iniciadores de interesse foram confeccionados pela empresa Ludwing
Biotec e validados por meio de PCR convencional, utilizando como amostras
cDNA de vermes adultos de S. mansoni da cepa LE. Para a validacao, varios
protocolos foram testados e o melhor resultado foi obtido utilizando: 25ng/ul de
cDNA, 500nMolar de iniciador e 2U de Taq Platinum polimerase em um volume
final de reagdo de 15ul. O programa da PCR convencional que resultou em
bandas especificas para os iniciadores de interesse foi: 95°C 3’; 35X (58°C 30”
+ 72°C 1’ + 95°C 30”); 72°C 5’; 4°C «. Uma mistura do produto amplificado e
corante blue-green foi corrido em gel de agarose 2% e observado em
transluminador (ImageQuant™ LAS 4000).

Quadro 1: Descricdo, sequéncia e tamanho dos amplicons dos iniciadores SMDR2,

SmMRP1 e GAPDH utilizados para estudo da expressao génica por PCR em tempo real.

Descricéo Sequéncia Amplicom

F | 5TGCTCTAGTCGGTTCTAGTGGTTCTG-3'
SMDR2 258pb

R 5-GCATTAGCTTTGATGGCAGCTTCG-3’

F 5-GGTCGTACTGGTTCGGGTAA-3'

SMMRP1 180pb
R 5-TGAAACGTAACGTGCCAGAG-3
F 5-AATTATGGCGAGATGGCCGT-3’

SMGAPDH 65pb
R 5-TTTGGCAGCACCAGTGGAA-3’
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4.5.4 Analise por gRT-PCR

Para analise da expressao de SMDR2 e SmMRP1 foi utilizada a técnica
de PCR em tempo real.

Inicialmente foram construidas curvas padrdo para determinar a
eficiéncia relativa da amplificagdo dos alvos e do controle enddégeno para cada
amplicom a partir de uma amostra de cDNA de vermes adultos da cepa LE em
cinco diluicdes seriadas. O ensaio foi realizado em triplicata e a concentracao
inicial de cDNA utilizada foi 50ng/ul e a de iniciadores foi de 2,5uM. Para
avaliar a eficiéncia (E) da curva padréao foi utilizado o valor do slope através da
formula E = [(1075°P®) — 1] x 100 e os oligos foram considerados apropriados
quando apresentaram eficiéncia de reacao entre 80 e 120%.

As reacoes foram realizadas utilizando o kit SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystem) em placas de 96 pogos (MicroAmp® Optical 96 Well
Reaction Plate — Applied Biosystems). O corante SYBR GREEN intercala na
fita dupla de DNA permitindo quantificar o produto de PCR a cada ciclo da
reacdo. As reacgdes foram preparadas contendo 0,8uL de cada inciador
(concentragao final de 2,5uM), 10uL de SYBR® Green Master Mix 2X e 2uL de
cDNA de uma solugédo com concentragdo de 25ng/uL e agua nuclease free
para completar 20uL para cada reacdo. Os componentes da reagdo foram
homogeneizados e os 20 pL foram adicionados em cada pogo da placa seladas
com adesivo 6ptico (MicroAmp® Optical Adhesive Film — Applied Biosystems)
ao final do procedimento.

Os ensaio de qRT-PCR foram realizados no aparelho 7500 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des: 95°C por 10 min
e 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 seg, e 0 anelamento/extensdo a
60°C por 1 min.

As analises foram feitas pelo método de quantificacdo relativa da
expressao génica (Ct comparativo ou ACt) que permite analisar diferengas nos
niveis de expressao de um alvo especifico em relagdo a outra amostra de
referéncia (Schmittgem, 2008). Os niveis dos genes alvos foram normalizados
pelos niveis do controle endégeno e uma amostra referéncia foi utilizada como
base para resultados de expressdo comparativa. Os resultados foram

alcancados por uma férmula aritmética que considera a quantidade do alvo,
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normalizado pela referéncia enddgena em relagao ao calibrador dada por 2°ct

(Schmittgem, 2008).

Para a utilizagdo deste método, foi necessario realizar um experimento
de validagcao onde foi determinada inicialmente a eficiéncia de amplificacdo do
gene alvo e do enddgeno. Para isso, foram feitas curvas com dilui¢des seriadas
do cDNA para cada gene de interesse onde a eficiéncia da amplificacdo do
alvo e a eficiéncia da amplificagdo do enddgeno foram aproximadamente
iguais. O ensaio foi realizado em triplicata com seis diluicdes seriadas de cDNA
1:2 de vermes acasalados da cepa LE. Para estimar a eficiéncia da
amplificacdo foi utilizado o slope da curva padrdo. Foram considerados
apropriados quando apresentaram eficiéncia de reacdo acima de 80% e abaixo
de 120%.

A curva de dissociacao foi analisada para identificar a formacao de
produtos inespecificos em cada reacdo no final de cada corrida. O grafico
resultante permite verificar se ha um ou mais produtos de PCR presentes em

cada reacgao devido a diferenga de temperatura de dissociacgao.

4.6 Niveis de RNA do gene SmMMVP na cepa LE-PZQ

Os ensaios de analise da expressao de SmMVP foram realizados em
colaboracdo com o grupo da Dra. Renata Guerra Sa do Departamento de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto que caracterizaram

a MVP no S. mansoni.

4.6.1 Extracdo de RNA

Para extracao e purificacdo do RNA total foi utilizada uma combinagao
entre o reagente Trizol (Sigma) e cloroférmio e o Kit RNA total (SV total RNA
Isolation System - Promega™), respectivamente.

Inicialmente foi realizado conforme protocolo descrito em 4.5.1 até o
momento de recuperacao da fase aquosa apds adicdo de cloroférmio. Apds
isso, foi adicionado 600uL de etanol (Merck®) 95% e esta solugdo foi

transferida para a coluna do kit SV total RNA Isolation System com tubo coletor
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e homogeneizada com a pipeta e centrifugada por 2 minutos a 12000 xg. O
etanol do tubo coletor foi descartado e adicionados 600uL de RNA Wash
Solution que foram centrifugados novamente a 12000 xg por 2 minutos e o
conteudo do tubo coletor novamente descartado.

Para a remocao de eventual DNA gendmico contaminante, o RNA total
obtido na coluna foi tratado com 50uL de solugdo contendo DNAse | (40uL de
Yellow core Buffer, 5uL de MnCl, 0,09M e 5uL de DNAse | - RQ1 DNase —
Promega) por 25 minutos. Em seguida, adicionou-se 200uL de DNA Stop
Solution e o conteudo centrifugado a 12000 xg por 2 minutos. Foi adicionado
600uL de RNA Wash Solution e novamente centrifugado a 12000 xg por 2
minutos. O conteudo presente no tubo coletor foi descartado e adicionou-se
200uL de RNA Wash Solution e outra vez centrifugado a 12000 xg por 2
minutos. A coluna foi transferida para um eppendorf e foi adicionado 30uL de
agua nuclease free presente no kit e centrifugado a 12000 xg por mais 2
minutos. As amostras foram quantificadas utilizando o aparelho NanoVue®

(GE) e armazenadas imediatamente a -70°C até o seu uso.

4.6.2 Sintese de cDNA

A partir do RNA total extraido foi realizada a sintese de cDNA com o kit
ThermoScript™ RT-PCR System (Invitrogen®), conforme instrugdes do
fabricante. Resumidamente, a reagdo de sintese iniciou-se com a
desnaturacao, por 5 minutos a 65°C, de uma mistura contendo 2uL de RNA
total (1ug), 2 uL de um mix de dNTPs (10 mM), 1 pL de iniciadores oligo (dT)zo
(50uM) e quantidade suficiente de agua DEPC, para um volume final de 12pL.
Apds a desnaturagédo a mistura foi colocada em gelo e foi acrescentado 8uL de
cDNA Synthesis Mix (4pl de tampao de reagao (5x), 1 yL de DTT (100 mM), 1
ML de RNaseOUT (40 U/uL), 1 yL de agua tratada com DEPC e 1 uL da
enzima ThermoScript™ RT 15 U/uL). A mistura foi incubada por 50 minutos a
50°C. A reacao foi finalizada por desnaturagao a 80°C por 5 minutos. Quando a
temperatura ambiente foi atingida, foi acrescentado 1 uL de RNase H 2U/uL e a
reacao foi novamente incubada a 37°C por 20 minutos para que houvesse a

degradagdo de qualquer RNA remanescente. ApdOs incubacdo, o cDNA
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sintetizado foi entdo quantificado em espectrofotometro (Nanodrop) e utilizado

nas reacdes de PCR em tempo real.
4.6.3 Iniciadores

Os inicadores de SmMVP foram idealizados utilizando o software
GeneRunner® com base na sequéncia depositada no banco de dados GeneDB
(www.genedb.or/genedb/smansoni). Como controle enddégeno foram utilizados
os iniciadores de EIF4E, um fator de iniciagdo de translocagéo eucaridtica 4E,
de S. mansoni (Reis et al., 2014).

Quadro 2: Descricao, sequéncia e tamanho dos amplicons dos iniciadores SmMVP e EIF4E

utilizados para estudo da expressao génica por PCR em tempo real.

F 5-GAATGGGTGACGAGGAGTAC-3'
SmMVP 95pb
R 5-AGTCTGAGTGCCGAGTTTGG-3'
F 5-TGTTCCAACCACGGTCTCG-3'
EIF4E 85pb
R 5-TCGCCTTCCAATGCT TAGG-3'

4.6.4 Analise por gRT-PCR

Para analise da expressao de SmMVP foi utilizado protocolo idéntico ao
descrito no item 4.5.4, exceto que os ensaio de qRT-PCR foram realizados no
aparelho 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) nas seguintes
condicdes: 95°C por 10 min e 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15
segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30

segundos.
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4.7 Andlises estatisticas dos dados de gqRT-PCR de SMDR2, SmMMRP1 e
SmMVP

Os resultados obtidos por qRT-PCR foram analisados pela analise de
variancia simples (one-way ANOVA) seguido do pos teste de Tukey utilizando o
programa estatistico GraphPad Prism 5. Foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.

4.8 Analise do nivel de expresséao da proteina SmMMVP na cepa LE-PZQ
4.8.1 Obtencao do extrato de proteinas

Para obtencao do extrato total protéico de vermes adultos da cepa LE e
LE-PZQ, machos, fémeas e vermes em pares foram submetidos a sonicagao
por trés ciclos de 15 pulsos em banho de gelo em 500uL de tampao de
extragao (Tris-HCI 25mM pH 7,5; 1mM de DTT; 1mM de EDTA e 10uM dos
inibidores de proteases TLCK, TPCK, NEM e PMSF). Em seguida, a
suspensao resultante foi centrifugada a 10000 xg por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo eppendorff e congelados
em freezer -80°C para quantificagdo dos extratos. A dosagem de proteinas foi
realizada pelo método de BCA utilizando o kit QuantiPro™ BCA Assay (Sigma
Aldrich).

4.8.2 Western Blot

Cerca de 20ug do extrato protéico foram fracionados em gel de SDS-
PAGE 10% conforme descrito por Laemmli, 1970. Resumidamente, as
aliquotas do extrato total foram diluidas em tampao de amostra de proteinas
(0,5 M de TRIS-HCI pH 6,8; Glicerol 10%; SDS 10%; 2B-mercaptoethanol 5%;
Azul de Bromofenol 1%) na proporgcéo de 1:4 e fervidas por 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram aplicadas e a corrida realizada, inicialmente a 80V
e depois a 120V, sendo a mesma acompanhada pelo azul de bromofenol
presente no tampao de amostra. O gel foi corado com Comassie Blue por 2

horas a temperatura ambiente e, em seguida, descorado com solugéo
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descorante (metanol 4%, acido acético 7,5%) até a visualizagao das bandas de
interesse.

A transferéncia foi realizada em membrana PVDF, previamente tratadas
com etanol por 10 minutos e lavada com &agua mili-Q por 5 minutos. A
transferéncia foi realizada por 2 horas e 30 minutos a 25V e a 4°C. Ao final da
transferéncia, a membrana foi corada com solugdo de Ponceau e descorada
com agua para visualizagdo das proteinas. Em seguida, a membrana foi
bloqueada com solucdo bloqueadora de TBS 1X, Tween-20 0,05% e leite em
po desnatado 5% por 16 horas. A membrana foi lavada com TBS-T (TBS 1X e
Tween-20 0,05%) e incubada com o anticorpo primario anti-MVP humana na
diluicdo de 1:500 por 4 horas e novamente lavada com TBS-T. Em seguida, foi
incubada por mais 1 hora com o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo
conjugado a fosfatase alcalina na diluicdo de 1:2500. Depois de decorrido
tempo de 1 hora, a membrana foi novamente lavada com TBS-T e revelada
utilizando os reagentes NBT/BCIP para deteccdo de Western Blot (Amresco)
até visualizagdo das bandas. Os niveis de SmMVP foram obtidos por analise

densitométrica das bandas usando o software Quantity One® (Bio-Rad).
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5 RESULTADOS

5.1 Tratamento com PZQ de camundongos infectados com S. mansoni
cepa LE e LE-PZQ em diferentes fases do parasito no hospedeiro

Para avaliar a acdo do PZQ em diferentes dias apds o tratamento sobre
vermes LE-PZQ no hospedeiro vertebrado, camundongos foram tratados com
400mg/Kg de PZQ apds 2, 6, 16, 23 ou 45 dias apos a infecgéo.

Foi possivel verificar que ndo houve diferenga significativa entre os
grupos controles LE e LE-PZQ. Também ndo houve diferenga estatistica
quando comparados os grupos tratados com seus respectivos controles, exceto
quando foram tratados apds 45 dias da infeccdo. Neste caso, na cepa LE foi
possivel recuperar uma média de 2,11 (+1,9) vermes demonstrando redug¢ao
de 93,5% da carga parasitaria enquanto que na LE-PZQ a média de vermes
recuperados foi de 11,78 (x4.2) com uma redugao de 66,5% (Tabela 1, Grafico
1).

Embora nao tenha sido possivel observar diferengcas entre os dias de
tratamento na cepa LE e LE-PZQ com seus respectivos controles, quando
comparados LE e LE-PZQ tratados nos mesmos dias, observamos diferenga
significativa na quantidade de vermes recuperados apds 16 e 23 da realizagéo
da infecgao. Nestes casos, LE apresentou médias de vermes significativamente
menores, 19,7 (£11,2) com redugédo 39,3% e 15,22 (+10,5) com redugdo de
53,1% da carga parasitaria para 16 e 23 d.p.i, respectivamente, quando
comparados com os mesmos dias de tratamento na cepa LE-PZQ, onde a
média de vermes recuperados foi de 31,73 (x7,0) com redugdo de 10% da
carga parasitaria em relagéo ao controle e 23.90 (+5,8) com reducéo de 31,42%

para os dias 16 e 23 ap0s a infecg¢ao, respectivamente (Tabela 1, Grafico 1).

55



Tabela 1: Média de vermes recuperados, percentual de redugéo da carga parasitaria e relagdo

LE-PZQ/LE ap6s tratamento de camundongos (n=12) infectados com a cepa LE ou LE-PZQ de

S. mansoni com 400mg/kg de PZQ em diferentes dias apds a infecgéo (d.p.i.).

Média de
Grupo Jermes vivos % de reducao da Relacao
P carga parasitariat LE-PZQ/ LE ¥
LE/ Controle 32,45+ 14,6 -
LE-PZQ/Controle 35,22+5,0 -
LE/ 2 d.p.i. 29,40 + 10,1 9,4%
LE-PZQ/ 2 d.p.i. 28,11 + 8,1 20,2% 0.7
LE/ 6 d.p.i. 18,50 £ 6,5 42,8% ix
LE-PZQ/ 6 d.p.i. 19,20+ 5,0 51,2%
LE/ 16 d.p.i. 19,70 £ 11,2 39,3%
LE-PZQ/ 16 d.p.i. 31,73+7,0% 10,0% 6%
LE/ 23 d.p.i. 15,22+ 10,5 53,1%
LE-PZQ/ 23 d.p.i. 23,90+ 5,8% 31,42% 1.6x
LE/ 45 d.p.i. 2,11+1,9* 93,5%
LE-PZQ/ 45 d.p.i. 15,33+ 5,1* * 56,5% 729

1 percentual encontrado considerando a média de vermes vivos nos animais tratados em

relagao ao respectivo controle. ¥ relacdo encontrada pela divisdo da média de vermes vivos da

cepa LE-PZQ pela média de vermes vivos da cepa LE. DP = desvio padrdo. * P< 0,05 quando

comparado ao seu grupo controle e # P0,05 quando comparado ao mesmo dia de tratamento

entre a cepa LE e LE-PZQ.
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Grafico 1: Numero total de vermes vivos recuperados por animal nos grupos controles e
experimentais das cepas LE e LE-PZQ com seus respectivos desvios padrdoes. Os grupos
foram tratados com PZQ na dosagem de 400mg/Kg apds 2, 6, 16, 23 e 45 dias de realizada a

infecgdo com S. mansoni. *p<0,05 em relagdo aos seus respectivos grupos controles.
p<0,05 quando comparadas as cepa LE e LE-PZQ submetidas ao tratamento nos mesmos
dias.

5.2 Manutencéao e avaliacdo da resisténcia da cepa LE-PZQ ao PZQ

A cepa LE-PZQ continua sendo testada a fim de verificar a manutencgao
da resisténcia ao PZQ. Os experimentos vém sendo realizados a cada trés
passagens da cepa pelo ciclo completo do S. mansoni (infecgdo de
camundongos e caramujos). Diante da semelhanga entre os resultados
encontrados, optou-se por apresentar os dados do ultimo experimento
realizado. A média de vermes recuperados nos grupos LE e LE-PZQ
perfundidos apés 45 dias da infeccdo e sem ter recebido tratamento foi de
10,67 (£5.9) e 10,73 (6.4), respectivamente, ndo havendo diferencga
significativa entre os mesmo. A média de vermes recuperados no grupo LE
tratado com 400mg/Kg de PZQ e perfundidos apds 30 dias foi de 0,67 (x1,2),
apresentando uma redugédo de 93,7% da carga parasitaria, enquanto que no

grupo LE-PZQ a média de vermes recuperados foi de 5.90 (+3.7) com reducao
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de 45,1%, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (Tabela 2, Grafico
2). Os resultados da avaliagao da resisténcia da cepa LE-PZQ demonstraram

que a cepa continua resistente ao PZQ

Tabela 2: Média de vermes recuperados e percentual de redugdo da carga parasitaria apos
tratamento de camundongos infectados com a cepa LE ou LE-PZQ de S. mansoni com
400mg/kg de PZQ

Média de vermes % de reducao da carga
Grupo vivos £ DP parasitariat
LE/ Controle 10,67 +5,9 -
LE-PZQ/Controle 10,73 +6,4 -
LE/ 400mg/Kg 0,67 £1,2 93,7
LE-PZQ/ 400mg/Kg 5,90 + 3,7* 45,1

T percentual encontrado considerando a média de vermes vivos nos animais tratados em

relagao ao respectivo controle. DP = desvio padrdo. * P< 0,05.

20+ EEm | E/400mg/Kg
B LE-PZQ/400mg/Kg
— =T 1 LE/ Controle
154 3 LE-PZQ/ Controle

N° de vermes vivos

Grupos

Grafico 2: Numero total de vermes vivos recuperados por animal nos grupos controles e

experimentais das cepas LE e LE-PZQ com seus respectivos desvios padrées. *p<0,05.

Vale ressaltar que foram realizados dois experimentos com resultados
semelhantes. Contudo, no primeiro deles houve uma mortalidade animal maior
do que o esperado devido a fatores ndo relacionados com o desenho
experimental, por isso, optou-se por apresentar os resultados do ultimo

experimento realizado.
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5.3 Efeito do PZQ em cercérias de S. mansoni da cepa LE e LE-PZQ

Foram realizados seis experimentos independentes a fim de avaliar
quantas cercarias perderiam a cauda apds a exposicdo com PZQ nas
concentracdes de 0,5mM, 1mM e 2mM por 1 e 2 horas. Foi possivel observar
que apos exposicao por 1 ou 2 horas, mesmo na menor concentragdo, as
cercarias das duas cepas apresentaram uma perda da cauda significativa em
relacdo ao seus respectivos grupos controles. Contudo, quando a comparagao
foi realizada entre as cepas LE e LE-PZQ, foi possivel observar que a cepa
sensivel ao PZQ apresentou uma perda significativa da cauda em relagéo a

cepa resistente em todas as concentragdes (Tabela 3, Graficos 3 e 4).

Tabela 3: Média e percentual de cercarias da cepa LE e LE-PZQ de S. mansoni que perderam
a cauda apos exposicado por 1 e 2 horas com o PZQ nas concentragbes de 0,5mM, 1mM e
2mM.

% de cercarias

Grupo e % de cercarias
concentracéo Média de cercarias que  que perderarln Média de cercarias que  que perderar’n
perderam a cauda £ DP a caudat apés perderam a cauda + DP  a caudat apos
de PZQ ap6s 1h 1h apos 2hs 2hs
LE/ Controle 1,33+0,5 0,7% 1,33+0,5 0,7%
LE-PZQ/Controle 1,50+0,8 0,7% 1,50+0,8 0,7%
LE/ 0,5Mm 39,67£12,1* ** 19,8% 182,2+11,0* 91,1%
LE-PZQ/ 0,5mM 16,33+9,5* 8,2% 142,2+22 5% 71,1%
LE/ 1mM 66,67+16,4* ** 33,3% 185,7+13,75* 92,9%
LE-PZQ/ 1mM 26,00+12,6* 13% 152,0+13,87* 76%
LE/ 2mM 101,70+£29,7* ** 50,8% 192,0 +8,4* 96%
LE-PZQ/ 2mM 44,33+17,27* 22,2% 166,2+10,3* 83,1%

T percentual encontrado considerando a média de cercarias que perderam a cauda em relagédo
a quantidade inicial de cercarias com cauda de cada pogo. DP = desvio padrdao. * P< 0,05 em
comparagao com o seu grupo controle. ** P< 0,05 em comparagédo entre as cepas LE e LE-

PZQ nas mesmas condigdes.
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Gréafico 3: Média mais o desvio padrdao da quantidade de cercarias que perderam a cauda
apos exposi¢cdo ao PZQ por 1 hora nas concentragdes de 0,5mM, 1mM e 2mM. *p<0,05

quando comparado cada concentragdo de cada grupo em relagdo aos respectivos grupos

controle. indicam p<0,05 quando comparadas as cepa LE e LE-PZQ submetidas as

mesmas concentragcdes do PZQ.
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Gréafico 4: Média mais o desvio padrdao da quantidade de cercarias que perderam a cauda
apos exposicdo ao PZQ por 2 horas nas concentragdes de 0,5mM, 1TmM e 2mM. *p<0,05

quando comparado cada concentragdo de cada grupo em relagdo aos respectivos grupos

controle. p<0,05 quando comparadas as cepa LE e LE-PZQ submetidas as mesmas

concentracdes do PZQ.
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5.4 Andlise da expresséao diferencial de SMDR2 e SmMMRP1 na cepa LE-
PZQ

5.4.1 Validagéo dos iniciadores

Os iniciadores de interesse foram validados por meio de PCR
convencional, utilizando como amostras cDNA de vermes adultos de S.
mansoni da cepa LE. O programa da PCR usado resultou em bandas
especificas para os iniciadores de interesse. Conforme visualizado por
transluminador, a PCR gerou produtos de amplificacdo (banda unica) com
tamanho semelhantes aos esperados, confirmando a especificidade dos
iniciadores. Para SMDR2 — 258pb; SmMRP1 — 181pb e GAPDH — 65pb, como
pode ser visualizado na Figura 2.

600p

100p

Figura 2: Gel de agarose 2%. Resultado da validagdo dos iniciadores SMDR2, SmMRP1 e
GAPDH. Canaletas 1: Padrao de peso molecular (100pb DNA Ladder Invitrogen); 3: SMDR2
negativo; 4: SMDR2 positivo (cDNA verme adulto) banda de aproximadamente 250pb
representativa do produto esperado pela amplificagdo com o iniciador SMDR2; 5: SmMRP1
negativo; 6: SMMRP1 positivo (cDNA de verme adulto) banda de aproximadamente 200pb; 7:
GAPDH negativo; 8: GAPDH positivo (cDNA de verme adulto) banda de aproximadamente
70pb.
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5.4.2 Obtencao das amostras para PCR em tempo real

A andlise do RNA total foi realizada pelo NanoDrop® (Figura 3) e
forneceu nédo s6 a quantidade de RNA em cada amostra, como também a
qualidade da amostra por meio dos parametros de absorbancia 260/280 (valor
ideal: entre 1.8-2.1) e absorbancia 260/230 (valor ideal: entre 1.8-2.1).

Fe-blank Frint Screen Measurement complete 8/19/2013 2:50 P
Measure - Exit
Elank Print Repart Show Report User Default
Owetlay contral | Clear graph each Sample v Sample Type FrA-40 \—I
B.69- -
.00~
Sample 1D RMNA T 19.08
500
S 400-"
o
-,g Sample # 1
= 300- —
<L L | 230 3 nm Abs.| 3329
=
E 2.00- A-260 10 mm path  6.044
A-280 10 mm path 2917
1.00-
Ze0/esn  2.07
0.00-
26042300 1.82
_D'E?_I I 1 | | 1 | 1 | 1 1 | 1 1
220 230 240 260 20 2¥0 280 290 300 310 320 330 340 360
Wanelength nm ng.-"uL 241.8
352 BCFAT 03447216

Figura 3: Exemplo da quantificacdo obtida através do NanoDrop de uma das amostras

consideradas de boa qualidade para uso neste trabalho.

5.4.3 Niveis de RNA dos genes SMDR2 e SmRP1

Para avaliar os niveis de expressao de RNA de SMDR2 e SmMRP1
foram realizadas PCR em Tempo Real. Os ensaios foram obtidos de triplicatas
técnicas e biolégicas para vermes machos, fémeas e vermes em pares. Ao final
de cada corrida, foi feita a analise da curva de dissociacdo dos amplicons para
identificar a formacao de produtos inespecificos.

As curvas padroes apresentaram boa linearidade para os genes
analisados (r’=0.999 para SMDR2, r’=0.998 para SmMRP1 e r’=0.998 para

GAPDH). Além disso, o slope indica a eficiéncia de amplificacdo da PCR (um
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slope proximo a -3,32 indica uma eficiéncia de 100%). Os dados obtidos de
slope foram de -3,50, -3,53 e -3.45 para os genes SMDR2, SmMRP1 e
GAPDH, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4: Eficiéncia de amplificagdo dos pares de iniciadores SMDR2, SmMRP1 e GAPDH

utilizados nas reagdes de PCR em tempo real.

Genes Slope Intercepto R** Eficiéncia (%)**
SMDR2 -3,503098 33,5779 0,999221 93
SmMRP1 -3,534521 33,9236 0,998634 91
GAPDH -3,456544 31,5022 0,998365 94

* R2, coeficiente de correlagdo do slope da curva padrdo. ** Eficiéncia calculada de acordo

com a férmula E = [(1075°"%) — 1] x 100.

Os resultados apresentados no Grafico 5 demonstram os niveis de
expressao para SMDR2. Na cepa LE é possivel observar que estes niveis sédo
significativamente maiores em vermes fémeas quando comparados com
machos ou com vermes em pares, que também possuem niveis
estatisticamente maiores em relacdo aos vermes machos. Em relagdo a cepa
LE-PZQ, SMDR2 esta estatisticamente mais expressa em fémeas quando
comparados apenas com machos e nao ha diferengca quando comparados com
vermes em pares. Esses, quando comparados com vermes machos, também
apresentaram maiores niveis de SMDR2. Quando comparados os niveis de
expressao entre as cepas suscetivel e resistente, € possivel perceber que
SMDR2 estd mais expresso na cepa LE-PZQ do que na cepa LE tanto nos

vermes machos quanto em fémeas e vermes em pares.

63



SMDR2

o CJ Machos
1 1 i
6- o 3 Fémeas
L] L]

£ o
% 5 [ 1, * , HE Vermes em pares
h 3 I * 1
& . —
© I 1
> 44 |l * o | I
% -
e 8- 1
Q
] T
0 24
7]
&
aQ 14
>
11|

0 T T T T

L J L ]
T T
Vermes LE Vermes LE-PZQ

Gréfico 5: Niveis de expressdo de SMDR2 na cepa LE-PZQ e LE de machos, fémeas e de

vermes em pares. Os niveis de expressdo foram calculados de acordo com o método de

-ACt
2

quantificacdo relativa e usando como controle endégeno o gene GAPDH.

*estatisticamente diferente de fémeas, **estatisticamente diferente de machos, °

estatisticamente diferente da cepa LE. p(10,05.

No Grafico 6 sdo apresentadas as analises dos niveis de expressao de
SmMRP1. Os resultados indicam um nivel de expressdo significativamente
maior em vermes machos quando comparados com fémeas e vermes em
pares tanto na cepa LE quanto na LE-PZQ. Contudo, ndo ha diferenga entre
machos e machos e fémeas juntos. Também ndo ha diferenga significativa
entre machos e vermes em pares. Na comparacgao realizada entre a cepa LE-
PZQ e LE, foi possivel observar que a cepa resistente apresenta niveis
estatisticamente maiores de SmMMRP1 em machos e vermes em pares em
comparagado com 0s niveis obtidos na cepa sensivel. Esta diferenca ndo é

significativa entre fémeas das duas cepas.
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Grafico 6: Niveis de expressdo de SmMMRP1 na cepa LE-PZQ e LE de machos, fémeas e de

vermes em pares. Os niveis de expressdo foram calculados de acordo com o método de

quantificagao relativa 22 ¢ wusando como controle endégeno o gene GAPDH.

*estatisticamente diferente de fémeas, **estatisticamente diferente de machos, °

estatisticamente diferente da cepa LE. (pJ0,05)

5.5 Andlise do nivel de expressdo de SmMVP na cepa LE-PZQ
5.5.1 Niveis de RNA dos gene SmMVP

Para avaliar os niveis de expressdo de RNA de SmMVP foram
realizados ensaios em ftriplicatas técnicas e biolégicas para vermes machos,
fémeas e vermes em pares conforme ja descrito para SMDR2 e SmMRP1.
Estes dados foram obtidos em colaboragao com o grupo da Dr. Roberta Guerra
Sa que ja padronizaram a metodologia e obtiveram os pardmetros adequados
para realizacdo da qRT-PCR. Nossa colaboracgao foi realizada para avaliar os
niveis de SmMVP na cepa LE-PZQ. Por isso, utilizamos o controle endogeno ja
utilizado pelo grupo em outros ensaios.

As curvas padrbes apresentaram boa linearidade para os genes
analisados (r*=0,961 para SmMVP, r’= 0,992 para EIF4E). Os dados obtidos de
slope foram de -3,23 e -3,42 para os genes SmVP e EIF4E, respectivamente
(Tabela 5).
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Tabela 5: Eficiéncia de amplificacdo dos pares de iniciadores SmMVP e EIF4E utilizados nas

reagdes de PCR em tempo real.

Genes Slope Intercepto R? Eficiéncia (%)
SmMVP -3,238318 33,441608 0,961142 103
EIF4E -3,428734 32,148592 0,992340 96

* R2, coeficiente de correlagdo do slope da curva padrdo. ** Eficiéncia calculada de acordo

com a formula E = [(10™"°"®) — 1] x 100.

Os resultados apresentados no Grafico 7 demonstram os niveis de
expressao para SmMVP. Na cepa LE é possivel observar que estes niveis sdo
significativamente maiores em vermes machos quando comparados apenas
com fémeas ou com vermes em pares. Em relacdo a cepa LE-PZQ, SmMVP
esta estatisticamente mais expressa em machos quando comparados com
fémeas e com vermes em pares e também mais expresso em vermes em pares
comparados com vermes fémeas. Quando comparados os niveis de expressao
entre as cepas suscetivel e resistente, é possivel perceber que SmMVP esta
mais expresso na cepa LE-PZQ do que na cepa LE tanto nos vermes machos

quanto vermes em pares. Nao ha diferencga estatistica em relagao as fémeas.
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Gréfico 7: Niveis de expressdo de SmMVP na cepa LE-PZQ e LE de machos, fémeas e de
vermes em pares. Os niveis de expressdo foram calculados de acordo com o método de
quantificacao relativa 2% ¢ usando como controle endogeno o gene EIF4E. *estatisticamente
diferente de fémeas, **estatisticamente diferente de vermes em pares, ® estatisticamente
diferente da cepa LE. (pJ0,05).

5.5.2 Western Blot

Para avaliar os niveis protéicos de SmMVP na cepa LE-PZQ e na cepa
LE foram realizados experimentos de Western Blot utilizando como anticorpo
primario anti-MVP humano.

O perfil eletroforético obtido demonstrou presenca de proteinas com
massa molecular variando de 30 a 103 kDa (Figura 4A). Os resultados obtidos
apods a revelagdo da membrana mostram que o anticorpo anti-MVP reconheceu
um polipeptideo de aproximadamente 100 kDa, o que corresponde ao tamanho
esperado para a proteina SmMVP (Figura 4B). As analises densitométricas
foram realizadas apds captura das imagens e os calculos realizados utilzando o
programa Quantity One® (Bio-Rad), que é capaz de quantificar a intensidade

das bandas nao necessitando de utilizar um controle normatizador. Foi possivel
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observar quantidades estatisticamente maiores de SmMVP em machos quando
comparados com fémeas e vermes em pares da cepa LE. Contudo, na cepa
LE-PZQ observa-se niveis significativamente maiores apenas em machos
quando comparados com vermes em pares. Quando as cepas LE e LE-PZQ
foram comparadas, observou-se niveis de expressao estatisticamente maiores
da proteina na cepa resistente em machos, fémeas e vermes em pares
(Grafico 8).
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Figura 4: Nivel de expressdo da proteina SmMVP na cepa LE e LE-PZQ. (A) Perfil
eletroforéico das proteinas totais machos, fémeas e vermes em pares da cepa LE e LE-PZQ.
Proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE 10% e coradas com azul de Comassie. (B)
Analise de Western Blot utilizando o anticorpo anti-MVP. MM representa o padrdo de peso

molecular utilizado.
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Grafico 8: Analise densitométrica dos niveis de expressédo da proteina SmMVP na cepa LE-
PZQ e LE de machos, fémeas e de vermes em pares. As analises foram realizadas utilizando o
software Quantity One® (Biorad). * diferente de fémeas LE, **diferente de machos LE,
*diferente de fémeas LE-PZQ, —— diferenga entre LE e LE-PZQ. (p[10,05).
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6 DISCUSSAO

As falhas no tratamento observadas em uma doenga aparecem quando
fatores inerentes ao hospedeiro ou ao parasito influenciam a reposta a
terapéutica. Entre esses fatores podem ser citados: absorcdo e metabolizagao
do farmaco, idade, sexo e sistema imune do hospedeiro, associagdes
morbidas, diferengca em relagdo ao parasito e entre cepas, estadio evolutivo,
equilibrio entre vermes machos e fémeas ou suscetibilidade diferente ao
farmaco (Katz 2005).

O termo resisténcia esta relacionado com a pressao seletiva de um
farmaco sobre um organismo. Coles (2002) define resisténcia no Schistosoma
quando um isolado previamente submetido a agdo de uma droga tem uma taxa
de cura significativamente mais baixa do que a maioria dos isolados sensiveis.
Por outro lado, a tolerancia aos farmacos € um assunto recorrente nas
discussbes que envolvem resisténcia a determinado farmaco. A tolerancia
ocorre quando um parasito apresenta diminuicdo na resposta a terapéutica
especifica sem nunca ter sido exposto ao contato com o farmaco (Coles et al.
1986). Dentre os principais fatores que podem levar ao desenvolvimento de
resisténcia estdo o tratamentos em intervalos de tempo prolongados,
mudancas da dosagem do farmaco utilizada por um programa de controle e
resultando em tratamentos com doses subcurativas (Silva & Andrade 1997).

Nosso grupo foi capaz de induzir resisténcia em uma cepa de S.
mansoni sensivel ao PZQ (LE) utilizando sucessivos tratamentos com doses
sub curativas do farmaco. Uma vez que o genoma do parasito € o mesmo,
independente do estagio que este se encontra, e o que ira variar € a expressao
dos genes, a grande vantagem desta abordagem se fundamenta na presséo
seletiva por acdo do farmaco sobre milhares de formas evolutivas que ocorrem
nos caramujos em nitido contraste com o que acontece com a inducédo de
resisténcia em camundongos que so alberga poucos vermes.

Por outro lado, a dificuldade de manutengcdo de uma cepa resistente
desenvolvida em laboratério € um problema bem conhecido pela comunidade
cientifica que estuda os mecanismos de resisténcia a farmacos, uma vez que
em alguns casos, apos varias passagens do ciclo, geralmente, a cepa perde a

resisténcia. Diante disso, um dos objetivos do nosso trabalho foi avaliar a
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permanéncia da resisténcia apos fechamentos do ciclo. Para isso, a cepa LE-
PZQ foi submetida a tratamento com PZQ a cada trés passagens do parasito
pelo hospedeiro vertebrado e invertebrado. Nossos resultados demonstraram
que, até o momento, a cepa vem mantendo uma porcentagem de reducéo da
carga parasitaria entre 40 e 50% em relagao ao controle nao tratado. Enquanto
que na cepa suscetivel usada nas comparagbes, a redugcdo da carga
parasitaria € em torno de 90%. Neste caso, a permanéncia da resisténcia pode
estar relacionada ao método de selecdo da nossa cepa que ocorre nas fases
de esporocistos e cercarias (no hospedeiro invertebrado) e ndo em vermes
imaturos/ adultos (no hospedeiro vertebrado). A cepa continuara sendo testada
a fim de garantir que a mesma continua resistente ao PZQ e, caso observado
que ha uma reducgao ou perda da resisténcia, sera submetida a nova pressao
quimioterapica, uma vez que o método de indugao utilizando hospedeiro
invertebrado é facil, rapido e possui baixo custo.

O praziquantel é o farmaco eleito pela Organizacao Mundial de Saude
para o tratamento das esquistossomoses, por apresentar atividade contra todas
as espeécies de Schistosoma que afetam o homem (Gonnert & Andrews 1977,
Andrews et al. 1983), apresentar alto percentual de cura, ser administrado
oralmente em dose unica, ser de baixo custo, possuir baixa toxicidade e nao
apresentar risco genotoxico. Contudo, é pouco efetivo contra vermes juvenis de
1 a 4 semanas, mas é efetivo contra parasitos de cinco semanas ou mais
(Goénnert & Andrews, 1977). Estudos in vitro realizados por Pica-Mattoccia &
Cioli (2004) demonstraram que vermes de S. mansoni aos 28 dias foram
claramente refratarios a altas concentragdes de PZQ.

Durante o desenvolvimento de esquistossémulo até verme adulto, o S.
mansoni passa por processos evolutivos, onde ha alteragdes morfoldgicas e
grande crescimento corporal. Faust et al (1934) utilizando infeccao
experimental em ratos, coelhos e macacos observou que este desenvolvimento
ocorre de forma assincrénica. Estudo realizado por Vimeiro et al. (2013) e
semelhante ao de Barbosa et al. (1978) demonstraram este assincronismo no
desenvolvimento do parasito em periodo pré-patente e criaram um padrao
morfologico para estudar a evolugdo dos parasitos no sistema porta hepatico
denominado schistograma. Apds a penetracdo da cercaria, esta passa por

mudangas bioquimicas e fisiolégicas, iniciando o processo de transformagao
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em esquistossOmulos (Barbosa et al., 1978; Rollinson et al.,, 1987). Estes
permanecerao na pele por 72 horas para depois penetrarem nos vasos
sanguineos e migrarem passivamente até o coragdo em quatro dias, serem
bombeados aos pulmbes e retornando novamente ao coragdo onde serao
langados na circulagao sistémica (Lenzi et al., 2008). A partir do oitavo dia &
possivel encontrar esquistossémulos no sistema porta hepatico (Rollinson et
al., 1987). A partir da terceira semana inicia a migragéo do parasito dos vasos
hepaticos para as veias mesentéricas. Quatro semanas apos a infeccdo, a
maioria dos vermes encontra-se maduros e prontos para se acasalarem.

Neste trabalho, avaliamos o comportamento da cepa LE-PZQ submetida
ao tratamento com 400mg/Kg de PZQ apds 2, 6, 16, 23 e 45 dias apds a
infeccdo de S. mansoni a fim de avaliar a ocorréncia de alguma diferenga
quando comparada a cepa sensivel ao PZQ. Utilizamos testes estatisticos para
avaliar a média de vermes recuperados apds os tratamentos. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos controles, que nao foram tratados com o
farmaco, o que indica que a infecgdo foi homogénea e foi possivel fazer as
comparagoes diretamente entre um grupo e outro. Até este estudo ndo existiam
dados referentes ao comportamento de cepas resistentes ao PZQ em
diferentes fases do parasito no hospedeiro vertebrado. Também n&o houve
diferenca estatistica na recuperacao de vermes LE e LE-PZQ, apés tratamento
nos diferentes dias, exceto nos grupos tratados com 45 d.p.i. Os resultados
obtidos estdo de acordo com a literatura que demonstram que o PZQ ¢é pouco
ativo contra vermes jovens (Goénnert & Andrews, 1977, Xiao et al., 1985, Sabah
et al., 1986, Pica-Mattoccia & Cioli 2004, Ribeiro et al., 2004). Recentemente,
Vimeiro et al. (2013) demonstraram que camundongos tratados com 400mg/Kg
de PZQ 15 ou 23 dias ap0ds a infecgao tiveram uma reducgéo de 43,3% e 20,6%
quando comparados com seu grupo controle. Em relacdo aos grupos tratados
com 45 depois de infectados, os resultados continuam semelhantes as
avaliagdes da manutencdo da resisténcia da cepa LE-PZQ. Também
comparamos a agao do PZQ entre a cepa LE e LE-PZQ nos mesmos dias e foi
possivel verificar que, apesar de nao serem estatisticamente diferentes em
relagdo aos seus controles, quando comparados entre as cepas, houve uma
recuperacao de vermes estatisticamente maior na cepa resistente em relagao a

cepa controle quando estes foram tratados com 16 e 23 dias. Tais resultados
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indicariam que a partir deste periodo os possiveis mecanismos envolvidos na
resisténcia desta cepa estariam mais evidentes ou sendo mais expressos.
Estes achados sao importantes para que mais estudos envolvendo estas fases
do parasito no hospedeiro vertebrados sejam conduzidos e comparados com
as fases que nao apresentam tal comportamento. Contudo, é na fase adulta
que os vermes apresentam maior resisténcia ao PZQ.

Apesar de ser pouco eficaz em vermes imaturos, estudos ja
demonstraram que do PZQ atua em outras fases do ciclo de vida do parasito.
Estudos ja4 demonstraram o efeito da separagcdo da cauda e do corpo de
cercarias apos exposicdao ao PZQ (Andrews 1978; Coles, 1979; Xiao et al.,
1985; Xiao et al., 1987; Yi & Combes, 1987). Contudo, o mecanismo exato
desta perda de cauda de cercarias ndo € completamente compreendido.
Acredita-se que este processo esteja relacionado com uma estrutura especial
entre o corpo e cauda da cercaria, pois a extremidade posterior do corpo da
cercaria € afunilada formando uma estrutura que forma uma articulagao entre o
corpo e a cauda. Esta pega conectora € delicada e pode ser quebrada
facilmente (Howells et al., 1975; Liang et al., 2010).

No presente estudo também foi investigada esta perda da cauda como
parametro para avaliar a resisténcia da cepa LE-PZQ ao PZQ. Assim,
demonstrou-se que a cepa resistente apds uma e duas horas de contato com
PZQ em diferentes concentragdes, apresenta perda de cauda estatisticamente
menor que a cepa suscetivel. As cercarias LE-PZQ apresentaram uma maior
perda da cauda apos duas horas de exposicdo, contudo esta ainda €
estatisticamente menor que a observada em cercarias sensiveis. As cercarias
que nao foram expostas ao PZQ, mesmo apds as duas horas na agua sem
cloro, permaneceram sem perda da cauda e com movimentos normais. Os
resultados permitem especular que cercarias resistentes seriam mais viaveis
para infec¢ao ativa (pela pele) por mais tempo que as suscetiveis uma vez que,
permanecem se movimentando ativamente por mais tempo. Estes resultados
corroboram com os achados de Liang et al. (2010) que utilizou uma cepa
resistente obtida apés tratamentos de camundongos.

As razdes que causam esta diferenca n&o estdo elucidadas. Contudo,
acredita-se que o mecanismo de perda da cauda induzida pelo PZQ seja

diferente do mecanismo de perda da cauda causada pelo estresse fisico com
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repetidas passagens da cercaria em uma agulha (Colley & Wikel, 1974) ou do
causado pela centrifugacao seguida de incubagdo em volume de agua residual
(Ramalho-Pinto et al., 1974; Howells et al., 1975). A perda da cauda induzida
pelo PZQ é muito rapida e ocorre antes que o conteudo das glandulas
acetabulares seja secretado (Liang et al., 2010).

O fendbmeno MDR é comumente associado com a resisténcia de
parasitos as drogas. O PZQ pode interagir com as MRPs (proteinas associadas
a resisténcia multidrogas) de uma série de formas, seja como um substrato ou
como um inibidor de transporte mediado pelas proteinas transportadoras ABC.
Entao, seria perfeitamente possivel que estas proteinas estivessem envolvidas
na resisténcia do Schistosoma ao PZQ (James et al., 2009). Embora proteinas
transportadoras possam estar envolvidas na resisténcia a drogas de parasitos,
pouco € conhecido sobre seu real papel nesta resisténcia.

Trabalhos sobre Pgp em Schistosoma e outros transportadores
multidrogas comegaram em 1994, quando cDNAs de SMDR2 e SMDR1 foram
clonados e sequenciados (Bosch et al., 1994). Apds a publicagdo do genoma
de S. mansoni (Berriman et al., 2009), inumeros outros genes preditos que
codificam transportadores ABC estao disponiveis. O gene MRP1/ABCC1 que
codifica outro transportador, o MRP1, também relacionado com o fenbmeno
MDR também ja foi estudado em S. mansoni (Kasinathan et al., 2010b)

Este trabalho também investigou o papel da SMDR2 e SmMRP1 em
vermes adultos da cepa resistente ao PZQ a fim de verificar se estes podem
estar relacionados com a resisténcia desta cepa desenvolvida em laboratério.

Os resultados de gRT-PCR de SMDR2 obtidos neste trabalho
corroboram com os achados de Bosch et al. (1994) e Messerli et al. (2009)
onde vermes fémeas apresentam maiores niveis de RNA que em vermes
machos independente da cepa avaliada. Em relagdo a comparagao entre cepa
resistente e suscetivel, nossos resultados mostraram que SMDR2 esta mais
expresso em machos, fémeas e em vermes em pares na cepa LE-PZQ em
comparacao com a LE. Nossos resultados sao inéditos na literatura em relacao
a fémeas e machos resistentes separados, uma vez que nao existem dados
publicados para os niveis de SMDR2 nestes. Em relagdo aos vermes em
pares, nossos resultados estdo de acordo com os achados de Messerli et al.

(2009) que utilizaram apenas casais de vermes sensiveis ao PZQ ou com
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suscetibilidade reduzida mesmo para comparagdao. Os parasitos com
suscetibilidade reduzida (cepa EE2) foram provenientes de uma cepa isolada
de pacientes do Egito que ndo foram curados apos trés doses sucessivas de
PZQ. Contudo, este isolado ndao vem sendo monitorado quanto a permanéncia
da resisténcia.

E interessante observar que os niveis de SMDR2 em fémeas sdo
maiores quando comparados com o0s de vermes em pares apenas nha cepa
suscetivel ao PZQ. Na cepa resistente, os niveis de SMDR2 de vermes em
pares nao sao estatisticamente diferentes dos niveis encontrados em fémeas,
embora, estes niveis ainda sejam maiores em relagao a machos isolados nas
duas cepas. Esta diferenca poderia se dar por um aumento da expressao de
SMDR2 em machos resistentes a ponto de nao ser possivel perceber diferenca
entre fémeas resistentes e vermes em pares também resistentes.

Embora nossos dados reforcem a hipétese de que SMDR2 esteja
relacionado com o mecanismo de resisténcia do S. mansoni ao PZQ, ainda nao
podemos determinar se este mecanismo esta diretamente envolvido ao
desenvolvimento de resisténcia ao PZQ ou se estd apenas correlacionado.
Estudos recentes indicam que SMDR2 apresenta maior expressdo apos
exposicdo ao PZQ (Messerli et al., 2009); que o PZQ é um inibidor da Pgp
(Hayeshi et al., 2006) e outros trabalhos utilizando uma sonda fluorescente
substrato para a Pgp que demonstraram que o PZQ é capaz de inibir a
atividade excretora de S. mansoni (Oliveira et al., 2006; Couto et al., 2010)
indicam que o PZQ pode interagir de importantes maneiras com
transportadores SMDR (Pgp de Schistosoma).

Em relacago a SmMRP1, encontramos que este transportador
apresentou-se mais expresso em vermes machos que em fémeas. Este
resultado corrobora com os achados Kasinathan et al. (2010a). Contudo, em
nosso estudo, ndo houve diferenga significativa quando comparamos estes
niveis entre machos e vermes em pares, até o presente ndo se tem relato na
literatura deste tipo de comparacio. Estes resultados correspondem tanto a
cepa suscetivel quanto a resistente. Quando comparados os resultados de
SmMRP1 entre a cepa LE-PZQ e LE, observamos que SmMRP1 esta mais
expresso em machos e em vermes em pares resistentes ao PZQ. Estes

achados nao estdo de acordo com os resultados encontrados por Kasinathan
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et al. (2010b) que utilizaram a cepa EE2 isolada de pacientes do Egito que n&o
foram curados. Embora esta cepa apresente indicios de resisténcia, como
maiores niveis de SMDR2, conforme ja mencionado, esta cepa ndo vem sendo
monitorada quanto a permanéncia ou diminuicdo da sua resisténcia ao PZQ.
Neste mesmo estudo de Kasinathan e colaboradores, foi possivel verificar que
SmMRP1 apresenta maiores niveis apds exposicdo ao PZQ e assim como em
SMDR2, SmMRP1 também estava mais expressa em vermes juvenis,
considerados por apresentar uma suscetibilidade reduzida natural ao PZQ.
Diante disso, temos forte indicios que SmMMRP1 pode estar relacionada com a
resisténcia do S. mansoni ao PZQ.

De acordo com nossos resultados, com os de Messerli et al. (2009) e
Kasinathan et al. (2010a), machos e fémeas apresentaram diferenga de
expressao para SMDR2 e SmMMRP1. Embora pertengam a mesma superfamilia
ABC de transportadores e compartilharem alguns substratos, esta diferenca de
expressao de género do S. mansoni pode estar relacionada com o fato de que
estes transportadores possuem papéis diferentes nestes parasitos. Enquanto
SMDR2 mostra preferéncia para compostos hidrofébicos neutros e catibnicos,
SMRP1 transporta preferencialmente anions organicos, incluindo compostos
que sao conjugados a glutationa e glucoronato (Leslie et al., 2001; Ambudkar et
al., 2003; Gimenez-Bonafe et al., 2008).

O PZQ pode tanto ser um inibidor ou, atuando como um substrato,
sobrecarregar estes transportadores MDR que entdo, servira como um sinal
para que as células aumentem a expressdo de SMDR2 e SmMRP1
(Kasinathan et al., 2010b). Diante disso, aumento dos niveis de SMDR2 e
SmMMRP1 pode ser um dos mecanismos que o parasito utiliza para excretar a
droga e se livrar ou minimizar os efeitos da mesma.

Por fim, estudamos o papel da MVP de S. mansoni na resisténcia do
parasito ao PZQ (Reis et al., 2013). Embora, SmMVP n&o seja um
transportador pertencente a superfamilia ABC, seu aumento ja foi identificado
em tumores bem como em alguns modelos de resisténcia a multiplas drogas.
Nosso estudo demonstrou que SmMMVP possui maiores niveis de RNA em
machos de ambas cepas do que em fémeas e vermes em pares. Contudo, é
possivel observar que na cepa resistente, SmMMVP esta estatisticamente mais

expresso em vermes em pares quando comparado apenas com fémeas. O

76



mesmo nao € observado na cepa sensivel ao PZQ. Talvez, esta diferenca
esteja relacionada com um aumento ainda mais expressivo nos vermes
resistentes capaz de aumentar os niveis em vermes que estdo em pares. Os
niveis de proteinas investigados por Western Blot foram semelhantes para a
cepa suscetivel ao PZQ. Na cepa resistente, os niveis de proteinas s6 estavam
maiores para machos em comparagdo com vermes em pares. Este resultado
nao corrobora com os dados encontrados para o RNA indicando um possivel
atraso entre a transcricdo do RNA e a traducdo e o processamento da proteina.

Quando comparadas as cepas suscetivel e resistente, observamos
maiores niveis de RNA e proteinas na cepa LE-PZQ. O papel destas proteinas
nao esta completamente elucidado e, muito menos, o mecanismo que relaciona
a maior expressao de Vaults com a resisténcia a multidrogas. Porém diante dos
indicios de fungdo no transporte intracelular bem como seu manejo e
distribuicao celular de drogas em algumas linhagens, ja foi proposto que Vaults
possam agir no transporte de drogas para longe de seus alvos intracelulares
mediando a expulsdo destas drogas do nucleo e/ou o sequestro destas para
vesiculas exociticas. Em tal caso, as Vaults poderiam operar como membranas
associadas a transportadores de drogas, tais como os ABC, presentes em
varias membranas intracelulares (Mossink et al., 2003). Contudo, tais
mecanismos sao especulativos e carecem de maiores estudos.

Embora os estudos até o momento sejam consistentes, experimentos
farmacolégicos e genéticos sao de grande importancia para que se possa
confirmar e afirmar, sem sombra de duvidas, a real relacdo entre estes

transportadores e a resisténcia do S. mansoni ao PZQ.
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7 CONCLUSOES

e Apesar de nao estar sendo submetida a pressao quimioterapica, a cepa

LE-PZQ tem se mantido resistente ao tratamento com PZQ.

e A recuperagcdo de vermes LE-PZQ demonstra que esta cepa é mais

resistente a partir do tratamento de 16 dias apds a infecgao.

e A perda da cauda se mostrou um bom parametro para avaliar a
resisténcia dos parasitos ao PZQ.

e Os transportadores SMDR2 e SmMRP1 e a proteina SmMVP
apresentaram maiores niveis de expressao na cepa LE-PZQ, o que
sugere que podem estar envolvidos no mecanismo de resisténcia do
parasito ao PZQ.
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8 PERSPECTIVAS

O desenvolvimento e a manutencdo da cepa LE-PZQ em nosso
laboratdrio tem gerado diversas colaboragdes internacionais e diversos estudos
estdo em andamento. Uma bolsa de Pds-Doutorado Junior do CNPq ja foi
aprovada e deve ter inicio em Maio deste ano com a finalidade de dar
continuidade aos estudos de resisténcia desta cepa. Atualmente, temos um
estudo do transcriptoma de vermes adultos da cepa LE-PZQ recuperados de
camundongos tratados com PZQ apos 1, 3, 12 e 24 horas. Este estudo esta na
fase de analise dos dados e é realizado em colaboracdo com o Dr. Matt
Berriman, da Dra. Nancy Holroyd do Wellcome Trust Sanger Institute no Reino
Unido e com o Dr. Robert Greenberg da University of Pennsylvania nos
Estados Unidos. Outra colaboracdo em andamento € com o Dr. John Robert
Kusel da University of Glasgow, também no Reino Unido, para o uso de sondas
fluorescentes em diversas fases do ciclo de vida do parasito resistente. Por fim,
um trabalho visando a identificagcdo de QTLs (Quantitative Trait Loci), regides
do DNA que contem pelo menos um gene que contribua para a variagéo
fenotipica de um organismo no genoma dos parasitos, esta sendo desenvolvido
no laboratério do Dr. Philip LoVerde na University of Texas pela Dra. Ana
Carolina Alves de Mattos, participante ativa da criagdo e do desenvolvimento

dos trabalhos que envolvem a cepa LE-PZQ.
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