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RESUMO

Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.) € um complexo de espécies cripticas, cujas
formas larvais (cisto hidaticos ou metacestddeos) sdo causadoras de equinococose cistica,
uma zoonose cronica de distribuicdo mundial e endémica no Cone sul da América do Sul,
que traz prejuizos para a pecuaria e para a saude publica. No interior do cisto se
desenvolvem os protoescélices, formas pré-adultas e infectivas para o hospedeiro
definitivo. Devido & baixa eficiéncia dos tratamentos atuais, o desenvolvimento de novos
anti-helminticos se faz necessario. Andlises in silico dos genomas de cestédeos listaram
enzimas da via de salvacdo de nucleotideos incluindo a ribonucleotideo-redutase (RNR,
como alvos para o desenvolvimento de anti-helminticos. A RNR é um tetrAmero composto
por duas subunidades RNR1 e duas subunidades RNR2. O presente trabalho buscou
inicialmente avaliar as vias de sintese de nucleotideos como potenciais alvos para o
desenvolvimento de farmacos anti-helminticos. Através de uma andlise in silico utilizando
as seqguéncias das proteinas de ser humano foram identificados ort6logos das enzimas da
via de salvagdo em E. granulosus s.s., com base nesses dados foram escolhidos genes
para terem sua expressdo analisada. Protoescolices foram cultivados na presenca dos
inibidores de RNR como a hidroxiureia (HU)( inibidor comercial) e COH29 (inibidor
experimental) sendo observada a morte de alguns protoescélices 24 h e 72 h apés o
tratamento , também foram observadas diferencas entre a mortalidade observada em E.
granulosus s. s. e em Echinococcus ortleppi, E. orteppi sendo mais resistente ao
tratamento. Protoescolices tratados com HU foram utilizados para a analise da expressao
dos genes codificadores de hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase, de nucleosideo-
difosfato-quinase, de UMP-CMP-quinase e de CTP-sintase por qPCR. Foi observada
alteracdo na expressdo desses genes, no entanto sdo necessarias mais réplicas do
experimento para sua validagdo, também foram iniciados testes para a escolha de outro
gene normalizador. Além disso foram identificados in silico os genes codificadores das duas
subunidades da RNR denominadas EQRNR1 e EgGRNR2 sugerindo que a enzima ativa
também é um tetrdmero nesta espécie. A expressao heterologa e purificagdo da EQRNR2
ja foi realizada por nosso grupo de pesquisa. Aqui, foi realizada a clonagem da sequéncia
codificadora da EgRNR1 e a subunidade recombinante (rEgRNR1) foi expressa em
Escherichia coli. A rEgRNR1 mostrou-se insoltvel, o que demandou a padroniza¢do das
condi¢cBes de expresséao e purificagcdo. Nao foi possivel obter a rEQRNR1 solavel, mas sua
presenca no sobrenadante foi confirmada por imunoblot, em pequena quantidade sendo

necessarias novas abordagens para a solubilizacdo da rEgRNRL1.



ABSTRACT

Echinococcus granulosus sensu lato is a group of cryptic species whose larval stage
(hydatid cyst or metacestode) cause cystic echinococcosis, a chronic zoonosis of global
distribution and endemic in the Southern Cone responsible for losses to livestock and human
health. Inside the cyst the protoscoleces, the pre-adult stage and infective to the definite
host, are generated. Due to the low efficiency of the current treatments is necessary to
develop new anthelminthic and new therapeutical strategies. In silico analyses listed some
enzymes of the nucleotide salvage pathway including the ribonucleotide-reductase (RNR)
as potential targets. The active RNR is a tetramer formed by two RNR1 subunits and two
RNR2 subunits. The present study evaluated the nucleotide synthesis pathway as potential
targets for anthelminthic development. In silico analysis using human protein sequences
was used to identify. orthologs of the nucleotide salvage pathway in Echinococcus
granulosus s. s., with this data some genes were chosen for having their expression
analyzed. Protoscoleces were cultivated in the presence of RNR inhibitors hydroxyurea (a
commercial inhibitor) and COH29 (an experimental inhibitor) and loss of viability was
observed 24 h and 72 h after treatment, different in mortality were also observed between
E. granulosus s. s. and Echinococcus ortleppi, E. orteppi being more resistente to the
treatment. The protoscoleces were cultivated in the presence of hydroxyurea were utilized
to analyze the expression of hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase and
nucleoside diphosphate kinase, and UMP CMP kinase and CTP synthase coding genes.
Changes in the expressions of these genes were observed, but it's necessary to replicate
the experiment to validate it. In addition, the selection of a new normalization gene was
initiated. The RNR subunits coding genes were identified, named EgRNR1 and EgRNR2,
suggesting it's also a tetramer in this species. The heterologous expression and purification
of EQRNR2 has already been done by our research group. Here, the cloning of the EQRNR1
coding sequence and the recombinant subunit was expressed in Escherichia coli, however
the rEQRNR1 was insoluble so standardization of expression and purification conditions
were tested. It wasn’t possible to obtain the soluble EQRNR1, but the presence of the subunit
in the supernatant was confirmed by immunoblot, but in low concentration being necessary

to try new approaches to rEgRNRL1 solubilization.
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1. Introdugéao

1.1 Echinococcus granulosus

1.1.1 Taxonomia

Echinococcus granulosus sensu lato (s.l.) € um complexo de espécies cripticas
(Alvarez Rojas et al., 2014) causadoras de equinococose cistica. Originalmente, o complexo
era considerado uma unica especie, E. granulosus, contendo onze genétipos (G1-G10 e a
linhagem de ledo) porque as espécies sdo morfologicamente idénticas, no entanto foi
posteriormente constatado que alguns gendtipos podem ser considerados espécies por
satisfazerem a definigédo bioldgica de espécie. A definigdo atual das espécies € baseada em
marcadores genéticos mitocondriais (Knapp et al., 2015), como os genes da citocromo-
oxidase 1, da NADH-desidrogenase subunidade 1, da citocromo b e de RNA ribossémico
(rRNA) mitocondrial (Romig et al., 2015), ou nucleares, como os genes de uma das
subunidades da RNA-polimerase || (RPB2), da fosfoenolpiruvato-carboxiquinase | (PEPCK)
e da DNA-polimerase delta (POLD) (Knapp et al., 2011). Conforme os marcadores
utilizados, o complexo pode ser dividido em 5 ou 6 espécies (Knapp et al., 2015).
Comparando diversas arvores filogenéticas foi demonstrado que E. granulosus s.l. € um
grupo parafilético (Lymbery, 2017). Assim, a classificagdo atual considera como
pertencentes ao complexo E. granulosus s.l. cinco espécies que englobam onze gendtipos:
E. granulosus sensu stricto (s.s.) (gendtipos G1-G3), Echinococcus equinus (G4),
Echinococcus ortlepi (G5), Echinococcus canadensis (G6-G10) e Echinococcus felidis

(linhagem/gendtipo de ledo).

1.1.2 Ciclo de vida de E.granulosus s. .

As espécies do complexo E. granulosus s. |. necessitam de dois hospedeiros para
concluir seu ciclo de vida, o hospedeiro definitivo, um carnivoro (em geral canideos), abriga
a forma adulta, uma pequena ténia que possui um segmento anterior, o escélex, no qual
estdo as estruturas de fixacdo (ganchos e ventosas) (Thompson, 2017)(Figura 1). Ao
escolex se segue o estrobilo, que consiste em uma regido segmentada, com, em geral, 3 a
5 proglétides, que possuem os 6rgaos reprodutivos masculinos e femininos e nas quais séo
produzidos os ovos. Os ovos sao liberados junto com as fezes do hospedeiro definitivo e
sdo ingeridos pelos hospedeiros intermediarios, que podem ser espécies de ungulados

(como ovinos, bovinos e suinos) ou primatas (incluindo o proprio homem). No intestino do
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hospedeiro intermediario, o ovo eclode e libera uma oncosfera que migra por via sanguinea
ou linfatica até oérgaos-alvo, principalmente figado e pulmbes onde da origem ao
metacestddeo (cisto hidatico). O cisto é formado por uma camada interna, chamada de
camada germinativa, uma camada intermediaria, chamada de camada laminar, € uma
camada externa, chamada de camada adventicia. A camada germinativa é celularizada e é
a partir dela que sao geradas as formas pré-adultas, chamadas protoescolices. A camada
laminar é de origem parasitaria, acelular e rica em carboidratos. A camada adventicia é
formada por um infiltrado de células do sistema imune do hospedeiro.O cisto hidatico &
preenchido pelo liquido hidatico, que contém produtos de secrecdo e excrecao do parasito
e proteinas do hospedeiro. Em cistos férteis os protoescélices estdo aderidos a camada
germinativa ou livres no liquido hidatico (Hidalgo et al., 2019). O ciclo se completa quando
visceras do hospedeiro intermediario infectadas com cistos hidaticos contendo
protoescdlices sao ingeridas pelo hospedeiro definitivo. No intestino delgado do hospedeiro
definitivo, cada protoescélex dara origem a um verme adulto, num processo de

estrobilizacao (formagao das proglétides a partir do escolex).
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Figura 1: Ciclo de vida de E. granulosus s. |.; (Adaptado de The Centers for Disease Control and Prevention,

<https://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html> acesso em 10/06/2019 1:29)

1.1.3 Epidemiologia da equinococose cistica
A equinococose cistica € uma zoonose crénica de distribuigdo mundial (Deplazes et

al., 2017) e endémica no Cone Sul da América do Sul, na regido mediterranea, na Asia


https://www.cdc.gov/parasites/echinococcosis/biology.html
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central, na China ocidental e na Africa Oriental. A maioria dos dados epidemioldgicos atuais
se refere as espécies cujos hospedeiros intermediarios sdo domesticados. A incidéncia
anual em seres humanos € de 50 casos por 100.000 pessoas em areas endémicas
(Agudelo Higuita et al., 2016), e prevaléncia podendo chegar entre 5% e 10% em regides
hiperendémicas do Peru, da Argentina, da Africa oriental e da China.

Apesar das espécies E. granulosus s. s., E. ortleppi e E. canadensis, que
compreendem 9 gendtipos, serem capazes de infectar seres humanos, apenas trés destes
genotipos, G1 (72.9%), G6 (12.2%) e G7 (9.6%) sao responsaveis pela quase totalidade
das infeccbes em seres humanos (Cucher et al., 2016). No Brasil, a equinococose é
causada por E.granulosus s. s, E. ortleppi e E. canadensis (Cucher et al., 2016). O Rio
Grande do Sul é o Estado brasileiro mais afetado, apresentando 12% do gado bovino, 17%
do gado ovino e 11% dos cées infectados e uma incidéncia em seres humanos estimada
em 1,1/100.000 habitantes por ano (Deplazes et al., 2017). A infecgdo em gado bovino no
Rio Grande do Sul é causada principalmente por E. ortleppi e E. granulosus s. s. (Urach
Monteiro et al., 2016). Analises de cistos férteis mostraram um aumento da prevaléncia de
E. ortleppi em relagao a E. granulosus s. s. provavelmente devido a maior adaptacao de E.
ortleppi a esse hospedeiro, existem poucos dados quanto a infeccdo em seres humanos
devido a subnotificacdo dos casos, mas ja foram relatadas infeccbes causadas pelos
gendtipos G1, G3 e G5 (Deplazes et al., 2017).

1.1.4. Diagnéstico e tratamento de infec¢goes por metacestédeos de E. granulosus s.l.

As infecgbes pelo metacestddeo de E. granulosus séo de dificil diagndstico em
humanos (Kern et al., 2017). O diagndstico clinico é dificil pela inespecificidade dos
sintomas. Os sintomas manifestados decorrem do crescimento do cisto, de forma que o
diagnostico em geral é tardio. Os sintomas s&o decorrentes do dano causado ao tecido do
orgao-alvo e aos tecidos adjacentes, logo, sao variaveis dependendo da localizagao e do
tamanho do cisto.

Em muitos casos o diagnéstico ocorre de forma acidental, com a identificagdo de
cistos assintomaticos através de métodos de imagem (Al-Jawabreh et al., 2017). Esses
métodos revelam a presenga de um cisto, mas nao s&do capazes de definir sua etiologia,
sendo necessarios testes complementares para corroborar o diagnéstico. Para
confirmacgao/especificidade pode-se utilizar testes sorolégicos (Kern et al., 2017) que

detectam a presenca de anticorpos especificos contra o parasito.
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O tratamento de equinococose cistica € complexo e depende do tamanho,
localizagao e numero de cistos, de forma que nao se pode definir um tipo de tratamento
como superior ao outro, sendo necessario avaliar cada caso independentemente (Brunetti
et al., 2010). A abordagem cirurgica consiste na remocéao total do cisto ou na puncéao e
aspiracao do seu conteudo. O tratamento quimioterapico € a unica alternativa disponivel
quando a abordagem cirurgica nao ¢é viavel (Eckert e Thompson, 2017)Ele também é
utilizado no periodo pré-operatério, para reduzir a viabilidade do cisto, € no periodo pds-
operatério, para impedir a reincidéncia da doencga. Os principais farmacos utilizados séo os

benzimidazodis, como o albendazol e o mebendazol.

1.2 Perspectivas para o desenvolvimento de novos anti-helminticos na era pés-
genodmica

Dentre os organismos que sao alvos de programas de administracdo em massa de
anti-helminticos atualmente, pode-se citar filarias, esquistossomos e nematoides
transmitidos pelo solo (Geary, 2012). As drogas mais utilizadas sdo os benzimidazéis, que
atuam sobre B-tubulina, as lactonas macrociclicas, que atuam sobre canais de cloreto
regulados por glutamato, e a tetra-hidropirimidinas, que atuam como agonistas nicotinicos
(Abongwa et al., 2017). Com excecao dos benzimidazodis, os anti-helminticos mais
utilizados tém como alvo proteinas de canais de ions. Abordagens mais atuais sdo a busca
por alvos a partir de analises de genomas (Tsai et al., 2013) e reposicionamento de
farmacos desenvolvidos para outros fins, mas que apresentam agao anti-helmintica (Pensel
etal., 2017).

A busca por anti-helminticos contra cestdédeos prioriza compostos que apresentem
acao anti-helmintica contra as fases larvais, responsaveis pelas formas mais graves de
infeccdo, como a equinococose e a cisticercose (Hemphill et al., 2014). Algumas das
abordagens utilizadas sdo o reposicionamento de farmacos e o desenvolvimento
direcionado de drogas especificas para proteinas do parasito inicialmente selecionadas in
silico. O reposicionamento de farmacos se baseia na busca de farmacos utilizados no
tratamento de outras doencas infecciosas humanas ou de cancer que apresentem agao
anti-helmintica. O desenvolvimento direcionado se baseia no uso dos genomas de
cestdédeos para a seleg¢ao de potenciais alvos para o desenvolvimento de drogas de agao

especifica contra o parasito (Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013).
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1.3 Vias de sintese de nucleotideos

As vias de sintese de nucleotideos sao de grande importancia para os organismos
devido ao seu papel na producédo de substratos necessarios para a sintese e reparo de
DNA (Berens et al., 1995). Ha duas dessas vias, a via de novo e a via de salvagao. A via de
novo sintetiza nucleotideos a partir de precursores simples, enquanto na via de salvacao

eles sao sintetizados utilizando nucleosideos e bases nitrogenadas livres.

1.3.1 Via de salvagao de nucleotideos

A via de salvacdo é de grande importdncia para a manutengdo dos niveis de
nucleotideos, especialmente em organismos incapazes de realizar a sintese de novo, como
protozoarios e helmintos parasitas (Berg et al., 2010). Esta via se inicia com a captagéo de
bases livres e nucleosideos exdgenos (Berens ef al., 1995). A via se inicia com a formagéao
de nucleotideos monofosfatados a partir de bases livres, por acao de fosforibosil-
transferases, e nucleosideos, por acdo de quinases especificas para os diferentes
nucleosideos, por exemplo, adenosina-quinase. Os nucleotideos monofosfatados sao
fosforilados por uma quinase especifica, como adenilato-quinase, para formar nucleotideos
difosfatados que entdo sdo reduzidos por uma ribonucleotideo-redutase gerando
desoxirribonucleotideos difosfatados que entdo sao fosforilados por uma nucleosideo-
difosfato-quinase gerando desoxirribonucleotideos trifosfatados. Também pode ocorrer a
interconversao dos nucleosideos através da modificagdo quimica das bases nitrogenadas
gerando, no caso de purinas, intermediarios de inosina. No caso de pirimidinas a
modificacdo das bases nao requer um intermediario.

Alguns dos componentes da via de salvacdo s&o conservados mesmo entre
organismos evolutivamente distantes como mamiferos, helmintos e protozoarios (Berens et
al., 1995). Os componentes mais conservados s&o a nucleosideo-difosfato-quinase e a
ribonucleotideo-redutase. Os componentes menos conservados da via sdo as enzimas de
interconversao de bases. A presenca ou auséncia de enzimas envolvidas na sintese de
intermediarios determina a capacidade de interconversdao de bases. Outra variagao
encontrada se refere a captagao preferencial dos diferentes substratos (Hyde, 2007). O
principal substrato da via de salvacédo em protozodrios do género Plasmodium é a
hipoxantina, utilizada na sintese de IMP catalisada por uma fosforribosil-transferase,
enquanto em protozoarios do género Cryptosporidium utilizam adenosina, convertida em
AMP por adenosina-quinase, como fonte de purinas. Membros do género Toxoplasma

podem utilizar ambos os mecanismos. A via de salvagao de nucleotideos foi pouco estuda
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em helmintos, no entanto a auséncia de enzimas chave para a sintese de nucleotideos em
nematelmintos e platelmintos indica que estes organismos devem ser dependentes da via
de salvacdo. (Consortium, 2018) Schistosoma mansoni é capaz de incorporar todas as
bases e nucleosideos com excecdo de xantosina, captacdo de nucleosideos e bases

nitrogenadas também foi observada em Hymenolepis diminuta (Berens et al., 1995).

1.3.2 Ribonucleotideo-redutase

As ribonucleotideo-redutases (RNR) sdo enzimas essenciais para a sobrevivéncia de
todos os organismos devido ao seu papel na sintese de desoxirribonucleotideos. A RNR
catalisa a redugao de ribonucleotideos, obtidos por via de novo ou de salvagdo, em
desoxirribonucleotideos, sendo de extrema importancia para a sintese e reparo de DNA
(Hakansson et al., 2006; Aye et al., 2015). Em mamiferos a RNR é um tetr@mero composto
por duas subunidades RNR1 (90 kDa) e duas subunidades RNR2 (45 kDa) (Figura 2). A
subunidade RNR1 contém o sitio ativo enquanto a RNR2 contém um radical tirosil-diférrico
necessario para a catalise. Ambas as subunidades sao expressas na fase S do ciclo celular,
no entanto os niveis da RNR1 se mantém constante durante o ciclo celular devido a sua
longa vida. A subunidade RNR2 também é regulada através da sua degradacio, sendo
degrada apods a fase S, e a sua abundancia apresenta correlacido com os niveis de mRNA.
A enzima apresenta dois sitios para a ligagdo de efetores alostéricos, um dos sitios regula
a especificidade de substratos de acordo com a ligagao de ATP, dATP, dTTP ou dGTP ao
sitio, o outro sitio regula a atividade enzimatica de acordo com a ligacdo de dATP, uma alta
razao dATP/ATP esta associada a inibicao da atividade enzimatica.

As células do cancer apresentam elevada atividade da enzima RNR devido a sua
grande demanda de desoxirribonucleotideos para a manuten¢do de suas altas taxas de
divisdo. Pela sua importancia na sintese e divisdo celular a enzima foi selecionada como
alvo para o desenvolvimento de varios inibidores com efeitos antitumorais (Aye et al., 2015).
Alguns inibidores com a gencitabina sdo analogos de nucleotideos que atuam sobre a
RNR1 como um inativador suicida enquanto o inibidor hidroxiureia atua sobre a subunidade
RNR2 atacando o radical tirosil(Aye et al., 2015).
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Figura 2: Estrutura da ribonucleotideo-redutase. (Adaptado de Lehninger Principles of Biochemistry, Fith

Edition.)

2. Justificativas e objetivos

2.1 Justificativas

As helmintiases sdo algumas das infecgdes mais comuns no mundo afetando

diversas populagdes de regides tropicais e subtropicais (Organizagdao Mundial da Saude

OMS, 2019). Os principais parasitos responsaveis por essas doengas sao os nematédeos

transmitidos pelo sol como Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator americanus e

Ancylostoma duodenale e platelmintos trematédeos como Schistosoma spp., e cestodeos,

Echinococcus spp e Taenia spp. Estimativas indicam que 880 milhdes de criangas

necessitam tratamento para helmintiases transmitidas pelo solo e que 240 milhdes de

pessoas sao afetados por esquistossomoses. As cestodiases, principalmente as causadas

pelas formas larvais apresentam distribuicdo mundial e geram impactos socioeconémicos
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em regides endémicas (Laranjo-Gonzalez et al., 2016; Lotsch et al., 2019; Saratsis et al.,
2019)

As equinococoses sao listadas pela OMS entre as doencas tropicais negligenciadas
e sdo responsaveis por perdas da ordem de cerca de trés bilhdes de dolares em tratamento
de casos humanos e em prejuizos na pecuaria e de 1 milhao de disability-adjusted life years
(DALYSs), expressos como o numero de anos cumulativos perdidos devido a doenga ou a
incapacidade ou a morte prematura por ela causada (Agudelo Higuita et al., 2016). Além de
resultar em aproximadamente 19.300 mortes anualmente no mundo (Torgerson et al.,
2015).

Atualmente n&o existem vacinas disponiveis para o controle de helmintos de forma
que o tratamento e a profilaxia de helmintiases sao dependentes de um numero limitado de
compostos amplamente utilizados (Taman e Azab, 2014). A disponibilidade de uma
pequena variedade de drogas e seu uso frequente estimula o surgimento de resisténcia, ja
reportado em nematelmintos parasitas (Martin, 1989; Furtado et al., 2016). Ja foi observada
a resisténcia aos principais anti-helminticos de amplo espectro como os benzimidazoéis/proé-
benzimidazéis, tetra-hidropirimidinas e lactonas macrociclicas em outros helmintos.
Resisténcia a benzimidazois ja foi observada em todos os continentes com exceg¢ao da
Antartida e em parasitos de relevancia clinica como Ascaris lumbricoides (Kriicken,
Fraundorfer et al. 2017). O possivel surgimento de resisténcia a benzimidazéis em E.
granulosus torna o desenvolvimento de novos anti-helminticos ainda mais necessario. No
caso especifico das equinococoses, o ftratamento com benzimidazéis € apenas
parcialmente efetivo. Uma meta-analise estimou que, mesmo apds dois anos de tratamento,
40% dos cistos de E. granulosus permanecem ativos ou se reativam (Eckert e Thompson,
2017). A propria natureza cistica da doenga reduz a eficacia do tratamento, diminuindo a
acessibilidade das drogas, tornando necessarios tratamentos longos e com altas
concentragdes dos farmacos, o que é problematico quando se considera os efeitos
colaterais, como hepatotoxicidade e hematotoxicidade.

Uma anadlise dos genomas de quatro espécies de cestddeos evidenciou a
incapacidade de cestddeos de sintetizar nucleotideos pela via de novo e identificou os alvos
mais promissores para o desenvolvimento de farmacos contra Echinococcus. spp, e outros
cestoédeos (Tsai et al., 2013). Entre estes alvos estavam enzimas da via de salvacao de
nucleotideos, como, por exemplo, a RNR.

A via de salvacdo de nucleotideos foi pouco estudada experimentalmente em

cestddeos. Os dados disponiveis limitam-se a demonstracdo da capacidade de captar
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bases livres do meio e incorporacdo ao DNA em Mesocestoides corti e Hymenolepis
diminuta (Heath, 1970) e a demonstracao da atividade enzimatica de alguns componentes
dessa via em E. multilocularis (Suchail et al., 1998).

A capacidade de proliferacéo e de invasao de tecidos demonstrada por vesiculas de
E. multilocularis estimulou o interesse em testar drogas antiproliferativas para tratamento
de infecgbes por metacestddeos de Echinococcus spp. (Hemphill et al., 2014). Varias
dessas drogas tém como alvos enzimas da sintese de nucleotideos, incluindo as da via de
salvagdo. Uma dessas drogas, a 5-fluorouracila, foi testada em combinag&o com albendazol
para o tratamento de equinococose cistica obtendo resultados promissores (Pensel et al.,
2017).

Estudos das vias de salvacao de diversos patdégenos identificaram diferengas que
as tornam promissoras para o desenvolvimento de farmacos (Berg et al, 2010). Em
protozoarios, como Plasmodium falciparum (Zheng et al., 2016), foram identificadas
diversas enzimas da via de salvacdo ndo encontradas em mamiferos e, em Schistosoma
mansoni, foi possivel conseguir toxicidade seletiva de analogos de purinas (El Kouni, 2017).

Devido ao seu papel na sintese de DNA, a RNR foi muito estudada como alvo para
o desenvolvimento de farmacos que inibem crescimento celular (Torrents, 2014; Aye et al.,
2015). Também foi observado que sua inibicdo resulta em morte celular por apoptose de
forma que inibidores de RNR sao utilizados no tratamento de cancer e de doencas
causadas por protozoarios e bactérias. Uma analise in silico de “drogabilidade” realizado
com base no genoma de E. multilocularis listou a RNR como um dos alvos mais promissores
para o desenvolvimento de anti-helminticos (Tsai et al., 2013). A drogabilidade de uma
proteina se baseia na sua capacidade de interagir com pequenas moléculas que afetam
sua fungao bioldgica (Abi Hussein et al., 2017). Ja foi sugerido o uso de metacestdédeos de
Echinococcus sp. como modelo para o teste de farmacos contra cestdédeos e trematédeos
(Hemphill et al., 2010) de forma que a avaliagdo das enzimas da via de salvacao de
nucleotideos como potencial alvos em E. granulosus auxiliaria na validagdo dos
componentes desta via como alvo em outros parasitos. Os inibidores de RNR
comercialmente disponiveis podem apresentar agdo anti-helmintica o que permitiria seu
uso para o tratamento de helmintiases. Esta enzima ainda é pouco estudada em E.
granulosus s. s. nao havendo dados sobre a sua cinética e interagdo com os inibidores
conhecidos. Foram identificados, inferéncia por homologia, os genes codificadores das
duas subunidades da RNR no genoma de E. granulosus o que sugere que a enzima nativa

seja um tetramero composto por duas subunidades EQRNR1 (92 kDa) e EQRNR2 (38 kDa).
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Nosso grupo de pesquisa ja realizou a clonagem e purificacdo da EGQRNR2 e a obtencao da
enzima recombinante reconstituida permitira avaliar os parametros cinéticos de inibigao dos
inibidores ja conhecidos e a identificacao de novos inibidores mais eficientes que possam

apresentar potencial anti-helmintico.
2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo geral a identificagéo in silico das enzimas envolvidas
na sintese de nucleotideos de E. granulosus s.s. e a proposi¢cao e avaliagao inicial de
componentes desta via como alvos para o desenvolvimento de drogas antiparasitarias.

2.2.2 Objetivos especificos

i) Identificacao in silico das enzimas da via de salvagdo de nucleotideos codificadas pelo

genoma de E.granulosus s.s.

ii) Analise da suscetibilidade de protoescélices de E. granulosus a inibidores da sintese de

nucleotideos.

iii) Avaliagdo da expressado em nivel transcricional dos genes codificadores das enzimas da
via de salvagao de nucleotideos identificadas em protoescolices e de possiveis alteracoes

em resposta a drogas inibidoras.

iv) Clonagem e produgdo da versdo recombinante da subunidade EQRNR1 da RNR para

posterior reconstituicido da enzima funcional para ensaios enzimaticos
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3. Materiais e Métodos

3.1 Identificagao in silico dos genes codificadores da via de salvagao de nucleotideos
em E. granulosus s.s.
Foram utilizadas as sequéncias de cDNA de E. granulosus s. s. disponiveis em bancos

de dados publicos (www.genedb.org) (Tsai et al., 2013; Zheng et al., 2013) para a

identificacao de genes ortologos de enzimas da via de salvag&o. Foram realizadas buscas
nas sequéncias deduzidas de aminoacidos de E. granulosus s. s., utilizando o algoritmo

Blastp (www.ncbi.nlm.nih.gov) e, como query, foram utilizadas as sequéncias das enzimas

da via de salvacdo humana conhecidas (Boitz et al., 2012; Fasullo e Endres, 2015),
homologia com ortélogos de seres humanos expressa em E-value que é um parametro que
descreve o numero de hits que seria esperado obter ao acaso ao procurar um sequéncia
no banco de dados. Quanto mais préximo de zero for o valor menor a chance da
identificacdo da sequéncia se dever ao acaso. As sequéncias proteicas preditas foram

analisadas utilizando as ferramentas Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) e Pfam

(http://pfam.xfam.org/) para avaliar a conservacdo de dominios funcionais proteicos,

também foram utilizadas as ferramentas SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-

4.1/) para avaliar a presenca de peptideos-sinal, e as ferramentas TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) e CELLO (http://cello.life.nctu.edu.tiw/)  para

avaliar a localizacao subcelular. Também foram utilizados dados de expressdo de RNA-seq

de protoescolices(Tsai et al., 2013), expressa em FPKM, Fragmento por quilobase de exon
por milhdo de leituras mapeadas. FPKM, que € uma medida da concentracido molar de um
transcrito na amostra inicial, normalizando o comprimento do RNA e o numero total de
leituras na medicdo levando em consideragao que duas leituras podem mapear o mesmo

fragmento evitando que o mesmo seja contabilizado duas vezes.

3.2 Obtencgao de protoescoélices de E. granulosus

Os protoescoélices de E. granulosus foram coletados de cistos hidaticos de bovinos
provenientes de frigorificos da regido metropolitana de Porto Alegre (RS). Os cistos foram
puncionados e os protoescolices coletados foram lavados em PBS e armazenados a 4°C
até sua utilizagdo. A genotipagem e a determinacdo da espécie dos protoescdlices
coletados foi realizada conforme (Balbinotti et al., 2012), com base na amplificagdo e

clivagem de sequéncia do gene mitocondrial COX1.
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3.3. Cultivo de protoescdlices de E. granulosus

Para cultivo foram selecionadas amostras de cistos hidaticos cujos protoescélices
apresentavam uma viabilidade acima de 90%. A viabilidade foi avaliada pela analise da
morfologia dos protoescolices. Previamente ao cultivo, os protoescélices foram tratados
com pepsina (Sigma-Aldrich) em uma concentragao final de 2 mg/ml em meio Hank’s pH
2,0 por 30 min, para ativagédo. Apds 3 lavagens com PBS os protoescélices ativados foram
cultivados em meio RPMI-10% SFB a 37°C e 5% CO. (Arme, 1994).

3.4 Avaliacao da suscetibilidade de protoescélices a inibidores da sintese de
nucleotideos

Para os ensaios de inibicdo da sintese de nucleotideos de E. granulosus s.l.,
protoescélices foram tratados com os compostos hidroxiureia (HU) (Sigma-Aldrich) e
COH29 (Chen et al., 2015), gentilmente cedido por Mei-Chuan Chen do City of Hope
National Medical Center, ambos inibidores da enzima RNR. Os protoescdlices foram
cultivados em meio RPMI 10% SFB em auséncia (controle) e em concentragdes crescentes
dos inibidores utilizando as concentragbes previamente descritas na literatura (Chen et al.,
2015). Para a HU foram testadas as concentragbes 5 mM, 15 Mm e 50 mM e o efeito
avaliado em 24 h e 48 h apds o tratamento com o inibidor. Para o inibidor COH29 foram
testadas as concentragoes de 0,25; 0,5 e 1 mM e seu efeito avaliadonas 24 h,48 he 72 h

apos o tratamento.

3.5 Avaliagao da expressao de genes relacionados a via salvagao de nucleotideos em
E. granulosus e sua modulagdo em resposta ao tratamento com HU

Para avaliar o efeito da HU na regulacédo da via de salvagdo de nucleotideos foi
analisada a expressdao dos genes hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase
(EgrG_000758800) e nucleosideo-difosfato-quinase, (EgrG_001117000) da via de salvagao
de purinas, e UMP-CMP-quinase (EgrG_001107800) e CTP-sintase (EgrG_000849200), da
via de salvagao de pirimidinas.

Foi realizada a extracdo de RNA total dos protoescdlices incubados por 24 h em
presenga de HU (, 5, 15, 50 mM) e auséncia (controle, H.O) utilizando Trizol (Sigma-
Aldrich). A sintese de cDNA foi realizada com M-MLV Reverse Transcriptase

(ThermoFishcher). A quantificagao dos niveis do mRNA para os genes alvo foi realizada por
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gPCR utilizando SyBr Green e oligonucleotideos projetados a partir das sequencias
nucleotidicas identificadas (Tabela 1). Como gene de referéncia foi inicialmente utilizado
GAPDH, também foram inciados testes com outros genes descritos previamente na

literatura (EF-a e CYP) (Espinola et al., 2014).
Tabela 1:Oligonucleotideos utilizados para gPCR.

Enzima start len tm gc% seq
Hgprtase Forward 617 23 59,96 52,17 CAGTCACTGATGTCTGTCTCCTG
Reverse 725 22 60,19 40,91 AGAGCGTAGCCAACAACAAAAT
nucleosideo- Forward 1 23 60,16 43,48 ATGAGTTCTGACAGAGGGTTTCA
difosfato-quinase
Reverse 90 22 60,11 40,91 CTTGATGATTTCACCAACGAGA
CTP-sintase Forward 1473 22 60,18 40,91 CGATGTTGCTGTTGAAAGTGAT

Reverse 1607 22 60,04 40,91 TTTACGAAACTCGGGTTGACTT

UMP-CMP-quinase | Forward 273 22 60,12 54,55 CTACAGCAGCCAGAAGTGTGTC

Reverse 419 22 60 40,91 TCAATGCAAACGTTATCTGGAC

3.6 Clonagem molecular

A sequéncia codificadora de EQRNR1 (2469 pb) foi amplificada por PCR a partir de
cDNA de protoescolices e oligonucleotideos especificos da RNR1 projetados para
recombinagao in vivo no vetor pGEX-TEV (forward: 5
TATTTTCAGGGAGAATTCCCGGGTATGCCGCCTCAGAGGCGTTGGAC -3’ e reverse: 5'-
GCGAGGCAGATCGTCAGTCAGTCACTAGCCAGAGCAGTTGAC -3’; em negrito estao
indicadas as sequéncias complementares ao vetor). O produto de PCR foi purificado do gel
de agarose utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). A
clonagem por recombinagéo foi feita utilizando protocolos previamente descritos na
literatura (Parrish et al., 2004). Os clones recombinantes foram identificados por PCR de
colénias e o DNA plasmidial extraido utilizando o kit de miniprep (Sigma-Aldrich). A
clonagem da sequéncia codificadora da RNR1 foi analisada por sequenciamento de DNA
utilizando o kit Dyenamc ET Dye Terminator cycle sequencing para MegaBace DNA e
utilizando primers especificos para pGEX. A amplificacdo da sequéncia codificadora e a
clonagem foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% utilizando o marcador
Ahindlll e como marcador adicional foi utilizado um produto de PCR de aproximadamente
2300 pb. O vetor pGEX-TEV apresenta a sequéncia codificadora da glutationa-S-

transferase (GST) adjascente ao sitio de clonagem

3.7 Expressao em E. coli e purificagcdao da rEQRNR1
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O vetor contendo a sequéncia codificadora da EgRNR1 foi utilizado para a
transformacado de Escherichia coli pLysE.Colbnias isoladas foram selecionadas e as
bactérias foram crescidas em 1 | de meio 2YT a 37°C até atingir uma densidade ética a 600
nm (OD 600) entre 0,8 e 1,0. A proteina foi produzida a 37°C por 3 h com 0,1 mM de IPTG
e sua solubilidade foi avaliada por SDS-PAGE 12%. O vetor pGEX-TEV contém a sequéncia
codificadora da glutationa-S-transferase (GST) adjacente ao sitio de clonagem separada
pelo sitio de clivagem da trombina permitindo a produ¢do de uma proteina de fusdo com
GST, EgRNR1-GST (119 kDa) que posteriormente pode ser clivada. Também foi realizada
a expressao da rEgRNR1 a 20°C por 2 h e 4 h com diferentes concentra¢des de IPTG (20
MM, 50 uM e 0,1 mM).

3.8 Avaliagao da solubilidade da rEgRNR1
A producédo da rEgRNR1 nas diferentes condicbes testadas e a presenga da mesma

na fase soluvel e insoluvel foram confirmadas por SDS-PAGE 12%. Também foi realizado
um imunoblot para detectar a rEgRNR1 na fase soluvel. Apos o bloqueio com PBS-0,1 %
Tween 20 com 5 % de leite a membrana foi incubada com anticorpo monoclonal IgG anti-
GST de camundongo na diluigdo 1: 3000 por 90 minutos a temperatura ambiente. A de-
teccao de anticorpos ligados foi realizada incubando a membrana com anticorpo IgG anti-
camundongo conjugado com fosfatase alcalina na diluicdo 1: 10 000 por 1 h a tempera-
tura ambiente e o substrato de fosfatase alcalina SIGMAFAST™ BCIP®/NBT(Sigma-Al-
drich).
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4. Resultados

4.1 Identificagao das enzimas da via de salvagcao de nucleotideos de E. granulosus
S.s.

A partir da analise in silico dos genomas de E. granulosus s. s. depositados foram
identificados ortélogos de genes codificadores de transportadores de nucleosideos (Tabela
2) e de enzimas da via de salvacdo de nucleotideos (Tabela 3 e 4), Algumas proteinas
identificadas como IMP-desidrogenase e AMP-desaminase apresentaram alta conservagao
com a sequéncia de humanos, E-value 0.0 e 3e-149 respectivamente. Apesar de algumas
proteinas como a adenosina-quinase apresentarem baixa similaridade (E-value: 2.6e-5)
com as sequéncias de humanos foi possivel verificar a conservacédo dos dominios proteicos
(Pfam carboidrato-quinase E-value 1.4e-46) indicando que em alguns casos, apesar da
divergéncia de sequéncia a fun¢ao pode ser conservada. Proteinas de E. granulosus que
apresentaram baixa similaridade com as sequéncias de proteinas humanas e cujo dominio

proteico indicava outra fungdo nao foram consideradas para a avaliagdo da via.

Tabela 2: Genes codificadores de transportadores de nucleosideos encontrados no genoma de E. granulosus
s. s. Homologia com ortélogo de seres humanos em E-value e expressao em protoescolices em FPKM

Gene humanos Gene E. granulosus E-value FPKM
SLC29A1 EgrG_000609200 3.8E-29 34
SLC29A1 EgrG_000609000 2.0E-29 108
SLC29A1 EGR_03403 3.8E-29 /
SLC29A3 EGR_03405 5.2E-8 /
SLC28A2 EgrG_000127300 2.4E-30 0
SLC28A2 EGR_04180 2.1E-25 /
SLC28A3 EGR_05661 5.5E-62 /
SLC28A3 EGR_04179 1.8E-57 /
SLC28A3 EgrG_000127200 1.8E-57 6
SLC28A3 EgrG_000111600 5.5E-62 3

Para a maioria dos casos, as proteinas identificadas em um dos genomas de E.
granulosus s. s. depositados em bancos de dados também foram identificadas no outro,
sendo identificadas as mesmas enzimas e um numero semelhante de genes em cada
genoma. A excecgao foi observada para os genes codificadores de timidina-quinase os quais
foram identificados em apenas um dos genomas. No entanto a conservagao dos dominios
proteicos indica que isso se deve apenas a diferengas na anotagao destes genes, no caso
anotados como desoxinucleosideo-quinase. Em alguns genes, como os da adenina-

fosforribosiltransferase (EgrG_000069100), da hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase
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(EgrG_000758800), da adenosina-quinase (EgrG_000125200), da adenilosuccinato-liase
(EgrG_000054350), da timidilato-sintase (EgrG_000260100) e da uridina-foforilase
(EgrG_000734400), foram identificados peptideos-sinal. Os produtos destes genes também
foram preditos como sendo localizados na membrana plasmatica ou em mitocdndria, ou
identificados como secretados. Também foram utilizados para a analise os dados de
expressao (Tsai, Zarowiecki et al. 2013). Utilizando os dados obtidos foram propostas as
vias de salvacgao de purinas (Figura 3) e de pirimidinas (Figura 4 e 5, ) de E. granulosus s.
s. Também foram identificados inibidores comerciais para as enzimas da via de salvagao
(Shannon et al., 1980; Tsai et al., 2013; Aye et al., 2015; Battelli et al., 2016; Tong et al.,
2018; Ding et al., 2019; Li et al., 2019; Varghese et al., 2019).
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Tabela 3: Ort6logos da via de salvagéo de purinas encontrados em E. granulosus s. s. Homologia com ort6-
logo de seres humanos em E-value e expressdo em protoescolices em FPKM. Os genes codificadores de

adenina-fosforribosiltransferase (EgrG_000069100), da hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase

(EgrG_000758800), da adenosina-quinase (EgrG_000125200) e da adenilosuccinato-liase apresentaram pep-

tideo-sinal.

Nome gene E. granulosus E-value FPKM
Adenosina-desaminase EgrG_000536400 6.1E-16 12
Adenosina-desaminase EGR_07260 6.1E-16 /

Adenina-fosforribosiltransferase EgrG_000069100 4.3E-27 119
Adenina-fosforribosiltransferase EGR_09920 6.6E-28 /
Hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase EGR_06015 6.6E-37 /
Hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase EgrG_000758800 7.5E-54 116
Hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase EGR_06016 5.0E-31 /
Hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase EgrG_000758900 3.5E-30 65
Nucleosideo(purina)-fosforilase EGR_05171 1.7E-12 /
Nucleosideo(purina)-fosforilase EgrG_001124500 1.10E-64 42
Nucleosideo(purina)-fosforilase EGR_10182 1.8E-51 /
Nucleosideo(purina)-fosforilase EgrG_000636000 1.8E-45 78
Nucleosideo(purina)-fosforilase EgrG_000635200 1.7E-97 19
Nucleosideo(purina)-fosforilase EGR_01914 2.0E-88 /
Nucleosideo(purina)-fosforilase EGR_01911 5.8E-84 /
Nucleosideo(purina)-fosforilase EGR_01912 3.4E-86 /
Nucleosideo(purina)-fosforilase EgrG_000635700 1.0E-81 2
Nucleosideo(purina)-fosforilase EgrG_000636100 9.1E-68 0
IMP-desidrogenase EgrG_000120200 0 109
IMP-desidrogenase EGR_04088 0
Nucleosideo-difosfato-quinase EgrG_001145100 6.30E-29 8
Nucleosideo-difosfato-quinase EgrG_001117000 4.00E-35 2112
Nucleosideo-difosfato-quinase EGR_02422 0.0019 /
Nucleosideo-difosfato-quinase EGR_01942 0.068 /
Nucleosideo-difosfato-quinase EgrG_000638900 3.2e-9 2913
Nucleosideo-difosfato-quinase EGR_05582 2.60E-06
Adenosina-quinase EGR_04160 1.3E-14 /
Adenosina-quinase EgrG_000125200 2.6E-5 0
Adenilosuccinato-liase EGR_08614 2.6E-85 /
Adenilosuccinato-liase EgrG_000054350 2.6E-85 35
Adenilosuccinato-sintase EGR_03221 4.8E-82 /
Adenilosuccinato-sintase EgrG_001056900 4.8E-82 60
AMP-desaminase EgrG_000392900 2.3E-149 13
AMP-desaminase EGR_08262 1.7E-97 /
GMP-sintase EgrG_001198000 3.1E-93 70
GMP-sintase EGR_08435 7.1E-87 /
Guanilato-quinase EGR_02947 7.2E-50 /
Guanilato-quinase EGR_10122 4.1E-38 /
Guanilato-quinase EgrG_000170300 6.6E-30 38
3 5
Adenina —» AMP = ADP = dADP = dATP
4 7 -
[ .
/ 2 7 | Adenilosuccinato
Adenosina

-
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Figura 3: Via de salvagdo de purinas proposta para E. granulosus s. s. 1) nucleosideo-fosforilase, 2)adenosina-
quinase, 3) adenosina-fosforribosiliransferase,4) adenilato-quinase, 5) ribonucleotideo-redutase, 6)
nucleosideo-difosfato-quinase, 7) AMP-desaminase, 8) adenosina-desaminase, 9) hipoxantina-guanina-
fosforribosiltransferase, 10) IMP-desidrogenase, 11) GMP-sintase, 12) guanilato-quinase,

13) adenilossuccinato-liase, , 14) adenilossucinato-liase



Tabela 4: Ort6logos da via de salvagéo de pirimidinas encontrados em E. granulosus s. s. Homologia com
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ortélogo de seres humanos em E-value e expressédo em protoescolices em FPKM. Os genes codificadores da
timidilato-sintase (EgrG_000260100) e da uridina-foforilase (EgrG_000734400) apresentaram peptideo-sinal.

Nome gene E. granulosus E-value FPKM
Timidina-quinase EgrG_000154200 3.3E-41 50
Timidina-quinase EGR_09860 6.2E-7 /
Timidina-quinase EgrG_000154250 9.5E-29 3
Timidina-quinase EgrG_000154500 1.6E-5 290
Timidina-quinase EGR_10731 9.2E-28 /
Timidina-quinase EGR_10732 5.4E-23 /
Timidina-quinase EGR_10734 5.9E-25 /
Timidilato-sintase EgrG_000260100 1.10E-138 30

UMP-CMP-quinase EgrG_001107800 4.30E-48 127
Citidina-desaminase EGR_09582 4.60E-29 387
Desoxicitidilato-desaminase EgrG_000427100 6.2e-58 94
Desoxiuridina 5'-trifosfato-nucleotideohidrolase EgrG_000119100 7.9E-59 49
Desoxiuridina 5'-trifosfato-nucleotideohidrolase EGR _04076 7.9E-59
Timidilato-quinase EgrG_000756200 6.3E-22 52
Timidilato-quinase EGR_05989 6.3E-22 /
CTP-sintase EgrG_000849200 1.3E-78 33
CTP-sintase EGR_01526 1.3E-78 /
Uracila-fosforribosiltransferase EGR_08921 4.7E-48 /
Uracila-fosforribosiltransferase EgrG_000167100 5.5E-27 106
Timidina-fosforilase EgrG_000672400 5.9E-69 4
Timidina-fosforilase EGR_04394 5.9E-69 /
Uridina-fosforilase EgrG_000734400 1.3E-35 165
Uridina-fosforilase EGR_06363 7.4E-31 /
Desoxicitidina-quinase EGR_10731 5.5E-5 /
Desoxicitidina-quinase EGR 10734 4.3E-6 /
Desoxicitidina-quinase EGR_10732 5.9E-6 /
Desoxicitidina-quinase EGR_09862 1.0E-8 /
Uridina-citidina-quinase EgrG_000188900 1.5E-29 9
Uridina-citidina-quinase EGR 04818 1.5E-29 /
Uridina-citidina-quinase EGR_03828 1.1E-15 /
Uridina-citidina-quinase EgrG_000751300 1.1E-15 60

Uridine 5' monophosphate synthase

EgrG_000392000
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Figura 4: Via de salvacao de pirimidinas proposta para E. granulosus. 1) desoxiCMP-desaminase, 2) timidilato-
sintase, 3) ribonucleotideo-redutase, 4) desoxiuridina-trifosfato-hidrolase, 5) CTP-sintase, 6) UMP-CMP-
quinase, 7) TMP-quinase, 8) nucleosideo-difosfato-quinase, 9) fosfatase ndo especifica. Em vermelho estdo
indicadas enzimas para as quais ja existem inibidores comerciais; em azul esta indicando onde a via de salvacao
insere os nucleotideos produzidos (Figura 5).
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Figura 5: Via de salvacdo de pirimidinas proposta para E. granulosus. 10) citidina-desaminase, 11) uridina-
fosforilase, 12) uridina-citidina-quinase, 13) uracila-fosforribosiltransferase, 14) timidina-quinase, 15) timidina-
fosforilase, 16) uridina-5’-monofosfato-sintase (apresenta atividade de orotidina-5'-fosfato-descarboxilase e de
orotato-fosforribosiltransferase.sintase
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Tabela 5: Inibidores comercialmente disponiveis para enzimas da via de salvagao de purinas e pirimidinas

Enzima Inibidor
Adenosina-desaminase erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine
Hipoxantina-guanina- Azathiprina, 6-Mercaptopurina
fosforribosiltransferase
Nucleosideo-fosforilase Didanosina
IMP-desidrogenase Ribvirina,mizoribina, merimepodib, acido
micofendlico
Ribonucleotideo-redutase Hidroxiureia, gencitabina
UMP-CMP-quinase Gencitabina
Timidilato-sintase Raltitexed, 5-fluoruracila

4.2 Estudo da suscetibilidade de protoescdélices de E. granulosus a inibidores da
sintese de nucleotideos

Apods a genotipagem dos protoescolices foi possivel identifica-los como E. granulosus
s. s. (gendtipos G1 a G3) ou como E. ortlepi. (gendtipo G5) e os protescolices foram
utilizados para os experimentos. Os efeitos de HU foram perceptiveis nas primeiras 24 h na
concentracao de 50 mM, observando-se a presencga de alguns protoescélices mortos
(Figura 6). Também foram realizados testes comparativos utilizando protoescélices de E.
ortleppi (Figura 7). E. ortlepi apresentou uma menor perda de viabilidade quando
comparado com E. granulosus s. s. apos 24 h de tratamento, apesar de serem observados
protoescolices mortos. Apds 72 h de cultivo na presenca de COH29 foi observada a perda
de viabilidade na concentracdo de 1 mM (Figura 8). Também foram realizados testes
comparativos entre E. granulosus s. s. e E. ortleppi e foi observado que novamente os
protoescolices de E. ortleppi tiveram uma menor perda de viabilidade quando comparado

com E. granulosus s. s. (Figura 9).
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[HU] E. granulosus

Figura 6: Efeito de HU em protoescdlices de E. granulosus s.s. apos 24 h. Protoescolices mortos indicados
pelas setas azuis. C1 e C2 indicam protoescodlices provenientes de cistos diferentes

E. granulosus

Figura 7: Efeito de HU em protoescdlices de E. granulosus s.s. e E ortlepi apés 24 h. Setas azuis indicam
protoescolices mortos.
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Figura 8: Efeito de COH29 em protoescolices de E. granulosus s. s apdés 72 h. As setas azuis indicam
protoescolices mortos. C1 e C2 indicam protoescolices provenientes de cistos diferentes.

[COH29] E. ortleppi E. granulosus

0.25 mM

0.50 mM

1mM

Figura 9: Efeito de COH29 em protoescélices de E. granulosus s.s. e E. ortleppi. As setas azuis indicam
protoescolices mortos.
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4. 3 Avaliagao preliminar dos niveis transcricionais dos genes codificadores de
enzimas da via de salvagao em resposta a o inibidor HU

A partir dos oligonucleotideos especificos para alguns componentes das vias de
salvagdo de nucleotideos (Tabela 1) foi realizada a analise da expressdo dos genes
selecionados sendo utilizando um unico cisto. Foram observadas alteracées nos niveis
transcricionais dos genes analisados (Figura 10). CMPUMP e NDPK apresentaram
diminui¢ao de sua expressdo com o aumento da concentracao de HU, 5 Mm, 15 mM e 50
mM (CMPUMP 0.062 AACt, 0.167 AACt e 0.34 AACt; NDPK 0.095 AACt, 0,326 AACt e 0,404
AACt respectivamente). HGPRT apresentou aumento de sua expressao em protoescoélices
tratados com 15 mM de HU (-0.089 AACt) e diminuicdo da expressao nos tratados com 5
mM E com 50 HU (0,042 AACt e 0.257 AACt respectivamente). CTP-sintase foi o que
apresentou maior variacdo, apresentou diminuicdo no controle com &agua e nas
concentragcoes 5 mM e 15 mM (0.711 AACt, 0,1239 AACt e 0.17 AACt respectivamente) e
aumento na concentracdo 50 Mm (-0.128 AACt). O gene de referéncia utilizado nesse
experimento apresentou variagao e por isso estdo sendo realizados experimentos para a
escolha de um novo gene de referéncia bem como a coleta de novos cistos para a

realizacao de réplicas do experimento e posterior analise estatistica.
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Figura 10: Andlise dos genes da via de salvagcéo por gPCR. GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase;
CMPUMP: UMP-CMP-quinase; NDPK: nucelosideo-difosfato-quinase; CTPS: CTP-sintase; HGPRT:
hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferase.
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4.4 Clonagem da sequéncia codificadora de EQRNR1

Foi realizada a amplificagcdo da sequéncia codificadora da EQRNR1 a partir de cDNA
de protoescélices e o amplicon de aproximadamente 2600 pb foi detectado em gel de
agarose. No entanto foram observadas bandas adicionais, possivelmente dimeros de
primer (Figura 11A) e por isso foi necessario purificar o produto de PCR, sendo obtido o
produto purificado em quantidade suficiente para a clonagem. A clonagem foi realizada no

vetor pGEX-TEV e confirmada por PCR do sitio de clonagem (Figura 11B).

A B
pb 1 2 3 pb

23130
9416-
6557-
4361-
2322-
2027-

23130

9416
6557
4361

2600 pb

2322 564-

2027-

Figura 11: A) Eletroforese em gel de agarose (0,8%) do produto de amplificagéo da sequéncia codificadora da
EgRNR1: 1) Marcador de massa molecular Ahindlll, 2) banda de aproximadamente 2300 pb e 3) O amplicon de
aproximadamente 2500 pb. B) Eletroforese em gel de agarose do amplicon do sitio de clonagem do vetor pGEX-
TEV apods a clonagem da sequéncia codificadora da RNR no vetor pGEX-TEV: 1) marcador de tamanho
molecular AHindlll, 2) vetor sem a sequéncia codificadora da EgRNR1, 3) vetor contendo a sequéncia
codificadora da EgQRNR1. A seta vermelha indica o amplicon de cerca de 2600

4.5 Expressao heteréloga de EQRNR1

A cadeia polipeptidica foi inicialmente produzida na linhagem de E. coli pLyskE a 37°C,
mas se mostrou insoluvel. Entdo foram testadas diferentes condi¢gdes de producéo e
sonicagao para obter a EQRNR1 na fase soluvel.

O peptideo foi induzido a 20°C por 2 h e 4 h com diferentes concentragdes de IPTG. Foi
observada a expressao da rEgRNR1 apés 4 h induzida com 20 uyM, 50 yM e 0,1 mM de
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IPTG (Figura 12) e apés 2 h com 50 uM e 0,1 mM de IPTG (Figura 13). Se escolheu
prosseguir os experimentos com expressao por 2 h com 0,1 mM de IPTG.

Foram testados diferentes tampdes para a ressuspencao do pellet de bactérias para
aumentar a solubilidade da proteina com PBS, com PBS-0,2% Triton, com 0,3 M de NaCl,
e pellet com 0,3 M, com tampao de lise (Tris 50 mM, glicerol 10%, NaCl 500mM e realizados
mais testes de solubilidade (Figura 14). Como nao foi possivel detectar a presenga da
EgRNR1 na fragado soluvel por SDS-PAGE 12% foi realizada a detecgdo da EQRNR1por
imunoblot. Foi demostrada a presenga da EgRNR1 na fragdo soluvel, porém em baixa
quantidade ndo sendo observadas diferencas entre as temperaturas e entre os tampdes

testados (Figura 15).

kbal 2 3 4 5 6

100- - &= 118 kDa
75- .
50- -
35- ==
25- ==

Figura 12: SDS-PAGE mostrando a indugdo da rEgRNR1 a 20°C por 4 h com diferentes concentragdes de
IPTG: 1) marcador de peso molecular, 2) ndo induzido, 3) 5 uM, 4) 20 uM, 5) 50 uM e 6) 0,1 mM.
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Figura 13: SDS-PAGE mostrando a indugédo da rEgRNR1 a 20°C por 2 h com diferentes concentragdes de
IPTG:1) marcador de peso molecular, 2) ndo induzido, 3) 20 uM, 4) 50 uM e 5) 0,1 mM.

123456 7 8 910

€= 118 kDa

Figura 14: SDS-PAGE mostrando o teste de solubilidade da rEGRNR1 apds a sonicagédo 1) marcador de peso
molecular, 2) extrato total, 3) sobrenadante com PBS, 4) pellet com PBS, 5), sobrenadante com PBS-0,2%
Triton, 6) pellet PBS-0,2% Triton, 7) sobrenadante com PBS com adigdo de 0,3 M de NaCl, 8) pellet com 0,3 M
de NaCl, 9) sobrenadante com tampao de lise, 10) pellet com tampao de lise
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118 kDa

Figura 15: Detecgéo por imunoblot da EQRNR1 no sobrenadante apds sonicagéo. 1) produgédo a 15°C e
solubilizagdo com PBS, 2) produgao a 15°C e solubilizada com PBS com 1 mM de DTT e 0,3 M NaCl, 3)
producéo a 20°C e solubilizado com PBS, 4) produgéo a 20°C e solubilizado com PBS com adigao de 0,3 M
NaCl, 5) produgédo a 20°C e solubilizado com PBS 2% Triton, 6) produgéo a 20°C e solubilizado com tampé&o

de lise, 7) ndo induzido, 8) induzido, 9) pellet apds a sonicagéo.

5. Discussao

5.1 Vias de sintese de nucleotideos e tratamento de equinococose

A dependéncia de diversos organismos parasitas (protozodrios e helmintos) da via de
salvagao para a sintese de purinas a torna atrativa como alvo para tratamento dessas
doengas (Zheng et al., 2016). A dificuldade em explora-la se deve ao fato que seus
inibidores normalmente sao analogos de purinas e, portanto, muito téxicos para o
hospedeiro. A alternativa nesses casos € a identificacdo de diferengcas entre as vias do
patdgeno e do hospedeiro que possam ser exploradas para o desenvolvimento de farmacos
que atuem seletivamente sobre o parasito. Entre as diferengas mais procuradas sao a
presenga de componentes da via exclusivos de um dos organismos ou diferengas de
afinidade pelos substratos da via. A identificacdo de diferengas entre as vias permite o
desenvolvimento de farmacos que atuem seletivamente contra o patégeno.

Os substratos da via de salvacao precisam ser captados pelo parasito para serem
utilizados, por isso sao necessarias proteinas transportadoras capazes de reconhecé-los.
Ja foi demonstrada a capacidade de captar bases livres e nucleosideos por outros
cestddeos (Page e Macinnis, 1975) e foram encontrados no genoma de E. granulosus

transportadores de nucleosideos (Tabela 2). Sabe-se que a superficie de E. multiloculares,
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envolvida na interagao parasita-hospedeiro, como o exterior do metacestédeo e a periferia
dos protoescolices, apresentam atividade de fosfatase-alcalina (Stettler et al., 2001). A
atividade dessa enzima permitiria que nucleotideos fossem hidrolisados em nucleosideos
e captados pelo parasito através desses transportadores. Ja foi demonstrado que
transportadores de nucleosideos de seres humanos também podem transportar
nucleobases (Yao et al., 2011). A presenca destes transportadores em E. granulosus
sugere que o metacestdédeo tem capacidade de captar nucleosideos e possivelmente
nucleobases do hospedeiro.

Avia de salvagdo se inicia com a assimilagdo de nucleosideos e bases nitrogenadas
provenientes do hospedeiro pelo parasito. Esse processo pode ser realizado por uma
quinase de nucleosideos ou por uma fosforribosil-transferase. E. granulosus apresenta uma
quinase de purinas, a adenosina-quinase, no entanto o gene encontrado apresentou baixo
E-value, indicando pouca similaridade com a adenosina-quinase humana, e a sua
expressao em nivel de RNA, nao foi detectada em analises de RNA-seq de protoescdlices
de E. granulosus s. s. (FPKM=0) indicando que a fosforilacdo de nucleosideos néo ¢ a
forma principal para a salvagcao de purinas. Foram identificadas duas fosforribosil-
transferases de purinas, uma adenina-fosforribosil-transferase (APRT) (FPKM=119) e uma
hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase = (HGPRT) (FPKM=116), também foi
observada a presenga de uma nucleosideo-fosforilase (FPKM=78) que catalisa a sintese
de bases livres a partir dos respectivos nucleosideos indicando que apesar de tanto
nucleosideos como bases livres serem captadas por E. granulosus o principal mecanismo
de salvacido é a conversao de nucleosideos em bases livres. A reacao catalisada pela
nucleosideo-fosforilase produz, além de bases livres, uma a-D-ribose-1-fosfato que junto
com as bases nitrogenadas é um substrato para as enzimas fosforribosil-transferase. A
APRT e a HGPRT catalisam a sintese de um nucleosideo-monofosfato que entao é utilizado
para a sintese de ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos.

As enzimas presentes oferecem uma limitada capacidade de interconversao entre
as bases nitrogenadas. Foram identificadas as enzimas adenosina-desaminase (FPKM=12)
e AMP-desaminase (FPKM=13) que permitiriam a converséo de adenosina em inosina, no
entanto os baixos niveis de expressao dessas enzimas indicam que esse processo nao
contribui significativamente para os niveis de inosina. Também n&o foram identificadas
enzimas envolvidas na conversdo de guanosina para inosina. Porém foram identificadas
enzimas que permitem a sintese de nucleotideos de adenosina e de guanosina a partir de

inosina. As enzimas adenilosuccinato-sintetase e adenilosuccinato-liase permitem sintetizar
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AMP a partir de IMP utilizando succinato como intermediario. No entanto as enzimas IMP-
desidrogenase e GMP-sintase permitem sintetizar GMP a partir de IMP utilizando XMP
como intermediario (Figura 3). Os dados obtidos indicam que n&o ocorre a conversao de
GMP para AMP e que a conversdo de AMP para GMP, se ocorre, ndo deve ser um fator
significativo na manuteng¢ao dos niveis de GMP. Apenas IMP aparenta ser utilizado para a
sintese de nucleotideos de outra base nitrogenada.

Quando comparada com a via de salvacido de purinas de mamiferos a principal
diferenga encontrada é a auséncia de alguns componentes. Nao foram identificados em E.
granulosus genes codificadores de GMP-redutase, que catalisa a sintese de IMP a partir
de GMP. Também né&o foram identificados genes codificadores de guanina-desaminase que
catalisa a sintese de xantina a partir de guanina, e xantina-oxidase, que degrada
hipoxantina e xantina em acido urico. Ambas enzimas estdo envolvidas no catabolismo de
purinas. E possivel que existam outras diferencas baseadas no nivel de expressdo dos
genes bem como na afinidade pelos diferentes substratos.

Os dados obtidos em E. granulosus sao consistentes com os observados em outros
parasitas. Aparentemente ndo ocorre catabolismo de purinas em protozoarios e helmintos
parasitas devido a auséncia de xantina-oxidase. Um estudo de incorporagdo de
nucleotideos por esquistossomulos de S. mansoni (Berens et al., 1995) sugeriu que nao ha
niveis significativos de adenosina-desaminase, apesar do gene codificador da enzima estar
presente no genoma. A baixa expressao do gene de adenosina-desaminase encontrado em
E. granulosus, bem como os dados de S. mansoni indicam que conversao de adenosina
em inosina n&o € uma via utilizada nesses estagios do ciclo de vida dos parasitos. Os dados
de expressao utilizados foram obtidos de protoescolices e, portanto, podem apresentar
diferengas quando comparados com os niveis transcricionais do verme adulto.

Semelhante ao que ocorre com a sintese de purinas, E. granulosus nao apresenta
uma via de novo completa para a sintese de pirimidinas. Isso se deve a auséncia das
enzimas que catalisam os passos iniciais da via (Consortium, 2018). As enzimas da via de
novo encontradas permitem o uso de orotato e OMP para a sintese de UMP sem, no
entanto, permitir a sintese de OMP sugerindo que o mesmo deve ser captado do
hospedeiro. A via de salvagéo de pirimidinas permite a utilizagdo dos nucleosideos uridina,
citidina, e timidina e da base livre uracila para a geragédo de UMP, CMP e dTMP (Figura 4 e
5). Semelhante ao que ocorre com a salvagéo de purinas os nucleosideos podem ser
convertidos em bases livres, no caso uracila, por agao das enzimas citidina-desaminase e

uridina-fosforilase, que entdo sao utilizadas para a sintese de UMP catalisada por uracila-
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fosforribosil-transferase. Estudos realizados com 5-fluoruracila (Pensel et al.,, 2017)
demonstram n&o s6 que esta via contribui para a sintese de nucleotideos, mas também que
o uso de inibidores de uracila-fosforribosil-transferase apresenta potencial anti-helmintico.
Diferentemente do que ocorre com a salvagao de purinas é observada a presencga de genes
codificadores de quinases de nucleosideos como uridina-citidina-quinase (FPKM=60) e
timidina-quinase (FPKM=290), indicando que a fosfoforilagdo de nucleosideos € um
componente significativo da salvagado de pirimidinas. Foram encontrados genes anotados
como desoxinucleosideo-quinase, no entanto estes genes sao encontrados apenas em um
dos genomas analisados. Uma possivel explicacdo é que sejam diferengas de anotagao
dos mesmos genes anotados como timidina-quinase no outro genoma. Ha evidéncias da
acao de timidina-quinase no género Echinococcus visto que E. multilocularis é capaz de
incorporar 5-etinil-2'-desoxiuridina (EdU), um analogo de timidina, no seu DNA (Cheng et
al., 2015). O parasito apresenta em seu genoma genes codificadores de timidina-fosforilase
0 que permite a obtencao de timina a partir de timidina, no entanto nao foram encontrados
mecanismos especificos para a salvacao de timina.

As enzimas identificadas em E. granulosus permitem a conversao de nucleotideos
de uridina em nucleotideos de citidina e de timidina. Apesar de citidina ser convertida
primeiramente para UMP para ser assimilada, nucleotideos de citidina podem ser
produzidos a partir de UTP pela enzima CTP-sintase. CTP entao pode ser utilizado para a
sintese de RNA como também pode ser transformado em CDP por uma fosfatase e ser
utilizado pela ribonucleotideo-redutase para sintetizar dCDP. Este ultimo por sua vez pode
ser utilizado para produzir dCTP, reacao catalisada por nucleosideo-difosfato-quinase, ou
ser convertido em dCMP que pode ser utilizado para produzir dUMP, pela agcao de dCMP-
desaminase. O dUMP pode entdao também ser utilizado para produzir dTMP, reagao
catalisada por timidilato-sintase. O unico nucleosideo que nao pode ser utilizado para
reacOes de interconversao é a timidina que é convertida em dTMP pela timidina-quinase e
utilizada exclusivamente para a sintese de dTTP.

A via de salvagdo de pirimidinas de E. granulosus apresenta pouca diferencga
quando comparada com a via do hospedeiro. Nao foi encontrada uma 5’-nucleotidase
indicando que as reagdes de fosforilagdo sédo catalisadas por fosforilases ndo especificas.
Também néo foram identificados genes codificadores de desoxicitidina-quinase indicando
que o parasito pode ndo ser capaz de captar esse desoxirribonucleosideo. Foram
identificados genes codificadores de desoxirribonucleosideo-quinase, no entanto podem

ser apenas genes de timidina-quinase anotados de outra forma (Tabela 4). Nao se sabe a
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afinidade dessas enzimas com seus substratos, em mamiferos UMP-CMP quinase atua
tanto sobre ribonucleotideos quanto sobre desoxirribonucleotideos, da mesma forma que
nao é possivel afirmar que os genes anotados como timidina-quinase e desoxinucleosideo-
quinase nao atuem sobre mais de um substrato.

A dependéncia da sintese por via de salvacio, a presenca de enzimas propostas
como alvos e a disponibilidade de inibidores contra componentes da mesma demonstram
o potencial da via de salvacdo de purinas como alvo para desenvolvimento de anti-
helminticos (Consortium, 2018) (Tsai et al., 2013). Algumas enzimas da via de salvacao de
purinas, como a nucleosideo(purina)-fosforilase, a HGPRT e a IMP-desidrogenase, ja
haviam sido listadas como potenciais alvos em E. multilocularis, A auséncia das enzimas
guanina-desaminase e xantina-oxidase em E. granulosus oferece perspectivas
interessantes para o tratamento de equinococose. Varios inibidores da via de salvagao sao
catabolizados por essas enzimas (Battelli et al., 2016). Assim a auséncia de catabolismo de
purinas impediria a degradacéo desses compostos pelo parasito, mas nao pelo hospedeiro,
permitindo que ocorra toxicidade seletiva. Ja existem inibidores da via de salvacéo
disponiveis comercialmente que poderiam ser testados para esse fim (Tabela 5). A 6-
mecaptourina, por exemplo, € um inibidor de HGPRT catabolizado por xantina-oxidase.
Também existe a possibilidade de serem desenvolvidos inibidores com maior afinidade
pelas enzimas do parasito. Para isso serdao necessarios mais estudos sobre a
especificidade dessas enzimas. Devido a diferengas entre os transportadores de
nucleosideos de parasitos e seus hospedeiros é possivel inibir seletivamente os
transportadores do parasito. Essa abordagem ja foi testada em camundongos infectados
com esquistossémulos S. mansoni com resultados promissores (El Kouni, 2017). Também
€ importante ressaltar que a natureza cistica da equinococose é responsavel pela baixa
eficiéncia dos tratamentos atuais devido a permeabilidade seletiva do cisto (Morris et al.,
1987). Andlogos de purinas possivelmente seriam transportados para o interior do cisto
pelos mesmos transportadores utilizados para a captagdo de nucleosideos e bases
nitrogenadas permitindo uma maior penetracdo do farmaco para o interior do cisto
aumentando a eficiéncia do tratamento.

A via de salvacdo de pirimidinas de E. granulosus, também apresenta potencial
como alvo para desenvolvimento de anti-helminticos. A via de salvagdo de pirimidinas
normalmente oferece menos potencial como alvo para farmacos, porque poucos
organismos dependem exclusivamente dela para a sintese de nucleotideos. No entanto E.

granulosus apresenta apenas os componentes finais da sintese de novo, de forma que a
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via de salvacgao é o unico meio pelo qual o parasito obtém nucleotideos pirimidinicos. Ha
também evidéncias de que um inibidor da salvacédo de pirimidinas, a 5-fluoruracila, em
combinagdo com albendazol, apresenta agao anti-helmintica contra E. granulosus in vitro e
in vivo (Pensel et al., 2017). Em E. multilocularis o potencial da via de salvagéo de
pirimidinas é evidenciado pelo fato de UMP-CMP quinase ser listada entre os melhores
alvos para o desenvolvimento de anti-helminticos (Tsai et al., 2013). Ha evidéncias em S.
mansoni de que a via de salvagao € mais importante para o metabolismo de pirimidinas do
que a via de novo (El Kouni, 2017). A via de salvagao de pirimidinas oferece potencial para
o desenvolvimento de anti-helminticos sendo necessaria a realizacdo de mais estudos para
a validacao dos alvos.

A disponibilidade de inibidores comercialmente que atuam sobre diferentes etapas
da via de salvagao possibilita o reposicionamento de farmacos. O reposicionamento de
farmacos que foram testados em humanos para o tratamento de equinococose cistica
diminuiria o tempo necessario para sua utilizagdo clinica. Na Tabela 5 estao listados alguns
inibidores comercialmente disponiveis para enzimas da via de salvacéo. E preciso lembrar
que os inibidores foram desenvolvidos para uso em humanos e, portanto, podem nao ser
tdo eficientes no parasito, por diferengas nas enzimas ou pela auséncia de enzimas

necessarias para a ativacéo do inibidor.

5.2 Tratamentos com inibidores de RNR

O tratamento com HU e COH29, inibidores da RNR, resultou na perda de viabilidade
de protoescolices indicando o potencial anti-helmintico de inibidores da RNR. Devido a alta
concentracao de HU utilizada é possivel que a perda de viabilidade se deva a outro efeito
do farmaco que nao a inibicdo da RNR. Por isso foram realizados testes com outro inibidor
de RNR, o inibidor experimental COH29 cujo mecanismo de inibigdo é diferente ao de HU
(Zhou et al., 2013). HU inibe a enzima RNR através da reduc&o do radical tirosil diférrico
encontrado na subunidade menor da RNR. Este radical tirosil € necessario para a redugao
de nucleotideos em desoxirribonucleotideos. Este mecanismo de reducao de nucleotideos
utilizando um radical livre € conservado desde procariotos a eucariotos superior (Singh e
Xu, 2016) de forma que ja era esperado que HU tivesse efeito em E. granulosus. No entanto
a HU também resulta em citotoxicidade por mecanismos independentes da inibicdo de RNR
(Liew et al., 2016). COH29 é um inibidor desenvolvido para interagir com um sitio de ligagao
proposto na subunidade menor da RNR de humanos. O inibidor se liga a regido de interacao

com a subunidade maior resultando na inibigdo da RNR (Zhou et al., 2013; Chen et al.,
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2015). Ha evidéncias de que COH29 também inibe reparo de DNA por unido de
extremidades ndo-homologas. A perda de viabilidade observada em protoescolices indica
que o sitio de ligacdo proposto é conservado na enzima de E. granulosus abrindo a
possibilidade que outras moléculas possam ser projetas para agao especifica contra E.
granulosus. A perda de viabilidade observada em protoescdlices de E. granulosus s. s. e E.
ortleppi parece confirmar o potencial da inibicdo de RNR para o tratamento de
equinococose. O efeito observado nos protoscolices de duas espécies do género
Echinococcus bem como a analise de drogabilidade com os genomas de cestdédeos(Tsai et
al., 2013) demonstram o potencial da RNR como alvo para o desenvolvimento de anti-
helminticos contra cestddeos e possivelmente contra outros helmintos, também foi
observado que E. ortleppi apresentou menor perda de viabilidade do que E. granulosus s.
S. 0 que indica que a a sensibilidade a a inibidores de RNR varia de acordo com a
espécie.Ainda sdo necessarios mais dados para confirmar que a perda de viabilidade se
deve ainibicao de RNR e nao a algum outro efeito do inibidor utilizado.

A disponibilidade de varios inibidores comerciais de RNR oferece a possibilidade de
reposicionar estes farmacos para o tratamento de helmintiases. O reposicionamento de
farmacos representa uma economia de recursos na obtencao de novas terapias visto que
os compostos utilizados ja apresentam dados clinicos. Novos compostos experimentais
necessitam passar pelos varios estagios de desenvolvimento e testes antes de sua
aprovagao, no entanto podem ser projetados para acéo especifica contra o parasito
enquanto os compostos comerciais disponiveis foram desenvolvidos tendo como alvo a

enzima humana.

5.3 Alteragoes nos niveis transcricionais dos genes da via de salvagao
Aparentemente ocorreram alteracdes em resposta ao tratamento na expressao de dos
genes avaliados, no entanto s&o necessarias mais réplicas do experimento para confirmar
os resultados obtidos. O gene de referéncia utilizado na analise preliminar também
apresentou variagdo na expressao, € possivel que a variagdo no gene de reférencia se deve
a sensibilidade da técnica, pequenas diferengas na concentragao inicial das amostras da
triplicata técnica poderiam ser responsaveis pela variagdo observada. Devido A alteracéo
observada na expressao do gene de referéncia as analises posteriores irao testar outros
genes de referéncia para identificar o controle mais adequado. Também é necessario
realizar mais réplicas do experimento com protoescélices provenientes de outros cistos

para confirmar a validade deste experimento.
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5.4 Producao e purificagao da rEgRNR1

A rEgRNR1 continuou insolivel mesmo com sua producdo sendo realizada em
diferentes condicbes e com o pellet sendo ressuspendido com diferentes tampdes. Como
observado por imunoblot o uso dos diferentes tampdes ndo aumentou a solubilidade da
rEgRNR1 de forma que esta abordagem nao foi seguida. A producéo a baixas temperaturas
e a menores tempos reduziu a quantidade de proteina produzida, mas ndo aumentou sua
solubilidade, indicando que a baixa solubilidade n&o se deve ao excesso de proteina
produzida, mas sim a problemas em seu enovelamento. Alternativas para a solubilizacao
da proteina incluem o uso de protocolos de solubilizagdo com ureia ou sarcosil, e sua
producao em diferentes linhagens de E. coli. O uso de protocolos de solubilizagcao poderia
gerar dificuldades para a posterior reconstituicao da enzima funcional de forma que a
producdo do polipeptidio em outras linhagens aparenta ser uma abordagem mais

adequada.

6.Conclusodes

A via de sintese de nucleotideos de E. granulosus apresentam potencial como alvos
para tratamento de equinococose cistica, potencial que pode ser explorado tanto pelo
reposicionamento de alguns dos diversos farmacos que atuam sobre esta via como pelo
desenvolvimento de novos farmacos com acao especifica contra o parasito.

Os inibidores de RNR se mostraram eficazes para reduzir a viabilidade de
protoescolices de duas espécies do género Echinococcus in vitro demonstrando o potencial
desta enzima como alvo para anti-helmintico. Serdo necessarios mais estudos para
demonstrar que a perda de viabilidade se deve a inibicdo da RNR, bem como para confirmar
o potencial clinico deste farmaco no tratamento de equinococose.

Apesar de terem sido observadas alteragdes na expressado dos genes da via de sintese
de nucleotideos em resposta ao tratamento com HU, no entanto a variagao observada na
expressao do marcador bem como a auséncia de réplicas impede que sejam tiradas outras
conclusdes.

A clonagem da sequéncia codificadora da EgRNR1 foi realizada com sucesso sendo
obtidos clones capazes de produzir a EQRNR1, no entanto n&o foi possivel obté-la na fase

soluvel e por isso nao foi possivel realizar a purificagao da proteina.
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7. Perspectivas

A partir da analise in silico realizada poderao ser sugeridos mais alvos nesta via para o
desenvolvimento de anti-helminticos. Os alvos poderao ser escolhidos ndao s6 com base na
drogabilidade das enzimas, mas também de acordo com sua semelhanga com as enzimas
de seres humanos de acordo com os inibidores comerciais disponiveis.

Para melhor avaliar o potencial anti-helmintico de inibidores de RNR sera necessario
realizar ensaios enzimaticos e de inibigdo com a enzima reconstituida sendo necessaria a
obtengdo da rEgRNR1 purificada. A producdo da rEgRNR1 em diferentes linhagens
bacterianas pode auxiliar em sua solubilizacdo com menor risco de desnaturagao da
cadeia polipeptidica. Apos a obtencdo da rEgRNR1 soluvel a proteina de fusdo que podera
ser purificada utilizando a resina glutationa-Sepharose 4B e a eluigdo sera realizada com
glutationa reduzida, apés a purificacdo a GST sera clivada com a protease trombina.A
rEgRNR1 entao podera ser utilizada para a reconstituicao da enzima funcional junto com a
EgRNR2 previamente purificada por nosso grupo. Com a enzima reconstituida sera
possivel a realizagdo de ensaios de cinética enzimatica e de inibicdo que permitirdo
confirmar os efeitos dos inibidores testados neste trabalho sobre a ribonucleotideo-redutase
de E. granulosus s. s..

Para verificar o efeito do tratamento com HU na expressao dos genes da via sintese
de nucleotideos serao realizados novos testes de HU com mais cistos e realizada analises
utilizando mais de um gene normalizador. Também podera ser analisada a expressao
desses genes em protoescolices cultivados na presenga de nucleosideos para avaliar a

funcionalidade da via.
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