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Introducao:
A fase larval (metacestdédeo ou cisto hidatico) do Echinococcus granulosus (Figura 1) é o agente etioldgico da equicocose cistica, uma zoonose cronica endémica no cone sul da América do
Sul, incluindo o sul do Brasil (1). A equinococose cistica €, no Brasil, uma das cestodiases mais importantes, juntamente com a cisticercose, causada por Taenia solium. A eficiéncia dos
tratamentos atuais da equinococose € ainda limitada, havendo necessidade de novos farmacos anti-helminticos e estratégias terapéuticas mais eficientes. Estudos prévios (2)apontaram as
enzimas das vias de sintese de nucleotideos como potenciais alvos para desenvolvimento de farmacos, devido ao seu papel na sintese e reparo de DNA. Entre os alvos identificadas estao a
enzima ribonucleotideo-redutase (RNR), envolvida na sintese de novo de desoxirribonucleotideos a partir de ribonucleotideos, e as enzimas da via de salvacéo, que permitem a captacao de
nucleosideos do meio.
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1) Avaliacao in vitro do efeito dos inibidores da enzima RNR o /
Protoescolices (pré-adultos; Figura 1) de E. granulosus foram cultivados em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino na presenca de T mf\
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A subunidade menor da RNR (RNR ss) ja tinha tido sua sequéncia codificadora clonada e expressa em E. coli para producéo da cadeia

polipeptidica recombinante correspondente. A expressao da RNR |s complementara este trabalho, permitindo a producao da subunidade

maior da enzima e a reconstituicdo da enzima dimérica funcional recombinante para a realizacédo de ensaios de atividade in vitro, incluindo

ensaios para avaliacdo de atividade inibitoria.

3)Analise in silico paraidentificacdo da via de salvacao de nucleotideos.

Devido a sua importancia para a sintese de nucleotideos e seu potencial como alvo para tratamento foi realizada a identificacao de enzimas da via de salvacao em E.granulosus

Foi utilizada a sequéncia completa do genoma de E. granulosus (2) disponivel em bancos de dados publicos (Ihttps://parasite.wormbase.org/index.html) e algoritmos BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para identificar genes ortélogos aos que codificam proteinas da via de salvacédo de nucleotideos de mamiferos.
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Figura 2. Efelto de inibidores da enzima ribonucleotideo Coamire = Guanosine AP 9) IMP-desidrogenase

redutase em protoescolices de E. granulosus. A) Efeito 10) GMP-sintetase
da incubacgao de PEs com HU 50 mM apads 48 h. B) Efeito da VI 11) GMP-redutase
incubacéo de PEs com 0,25 mM, 0,5 mM e 1 mM de COH29 : 12) Guanino-deaminase

apos 96h. As setas indicam a presenca de protoescolices
mortos nas condi¢cOes analisadas. O cultivo foi interrompido
guando foi constatada a morte dos protoescolices.
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Figura 4. Analise in silico das proteinas da via de salvacéo de nucleotideos identificadas em
E.granulosus. O retangulo vermelho mostra as enzimas ortélogas de mamiferos identificadas em
E. granulosus. As enzimas cujos nomes estao destacados ja haviam sido incluidas entre os vinte
alvos mais promissores para desenvolvimento de farmacos em outra espécie do mesmo género,

Conclusoes: Echinococcus multilocularis (2).

Foi observada a mortalidade de protoescolices apos o tratamento com os inibidores da enzima RNR HU e COH29, reforcando o potencial da enzima como alvo anti-parasitario.
Foi realizada a clonagem e expressao da subunidade maior da RNR de E.granulosus, que posteriormente sera utilizada para a reconstituicdo da enzima in vitro.
Foram identificados genes de E.granulosus ortélogos aos que codificam enzimas da via de salvamento de nucleotideos em mamiferos, essas enzimas serao posteriormente avaliadas como

alvos para tratamento.

Perspectivas:

Purificacdo da subunidade maior da RNR e reconstituicdo da enzima recombinante dimérica in vitro.
Padronizacdo de um ensaio enzimatico de atividade e de inibicdo com a enzima dimérica reconstituida de E.granulosus recombinante.

Analise da funcionalidade da via de salvacéo de nucleosideos e seu potencial como alvos anti-parasitarios.
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