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RESUMO

Cestddeos sdao endoparasitos obrigatdrios, capazes de infectar uma grande diversidade de
animais, sendo facilmente transmitidos entre os hospedeiros. Estes organismos causam
doencas (cestodiases), afetando tanto o homem como animais domésticos, sendo de impacto
médico e econdmico, e constam na lista de Doencas Tropicais Negligenciadas da Organizacao
Mundial da Saude. A principal forma de tratamento é pelo uso de drogas antiparasitarias,
como os benzimidazdis. Contudo, estes fadrmacos apresentam limitacdes quanto a efetividade
do tratamento e restricdes de aplicacao associadas a efeitos colaterais, podendo favorecer o
desenvolvimento de resisténcia. Assim, existe a necessidade de identificar formas terapéuticas
mais eficientes para o tratamento das cestodiases. As estatinas sao farmacos usados para
controlar a hipercolesterolemia por meio da inibicdo da enzima hidroxi-metil-glutaril-CoA-
redutase (HMG-CoA redutase), envolvida na sintese de colesterol pela via do mevalonato. Os
cestédeos apresentam a via do mevalonato, mas sem o ramo que leva a sintese de colesterol
e, dessa forma, sdo dependentes da captacao do colesterol do hospedeiro. Ja foi demonstrado
em diferentes organismos que apds inibicdo da HMG-CoA redutase, existe uma redugdo na
prenilacdo de proteinas, parada do crescimento, esterilidade e letalidade. Desta forma, a
enzima HMG-CoA redutase surge como um potencial alvo terapéutico. Com o intuito de buscar
novas alternativas para o tratamento de doencas causadas por cestddeos, o presente trabalho
utiliza como estratégia de acdo o reposicionamento de farmacos. A enzima HMG-CoA redutase
é altamente conservada em diferentes cestédeos e a modelagem comparativa da estrutura
tridimensional da enzima HMG-CoA redutase de M. corti (McosHMGS8) revelou uma
organizagao estrutural similar a outras HMG-CoA redutases e conserva¢do do dominio
catalitico da enzima. As andlises computacionais de docking molecular mostraram que a
sinvastatina interage com McosHMGS8 por meio de trés ligacées de hidrogénio, um nimero
menor de interagdes que a enzima HMG-CoA redutase humana, que interage por meio de oito
ligacdes de hidrogénio. Os efeitos da sinvastatina em tetratirideos de M. corti, nas
concentragdes de 50 uM, 100 uM e 150 uM por até 120 h de tratamento mostraram que os
tetratirideos comegam a perder mobilidade a partir de 72 h de tratamento nas concentragdes
de 100 uM e 150 uM. Com 120 h de tratamento de sinvastatina, os tetratirideos apresentaram
sinais de degradac¢do, como a formacdo de bolhas no tegumento do parasito. Estes resultados
mostram que nas concentragdes testadas (50 uM, 100 uM e 150 uM) a sinvastatina pode estar
diminuindo a viabilidade do parasito. Analises computacionais de docking sdo necessarias para
melhorar a predicdo da forma de interacdo da sinvastatina com McosHMGS8, assim como
ensaios mais especificos para quantificar a mobilidade e a viabilidade dos tetratirideos durante
o tratamento com a sinvastatina.

Palavras-chave: M. corti, resposicionamento de farmacos, sinvastatina, docking, cestédeos.



ABSTRACT

Cestodes are obligate endoparasites, capable of infecting a large diversity of animals and easily
transmitted between hosts. These organisms cause diseases (cestodiases) affecting both
humans and domestic animals, with medical and economic impact, and are included in the list
of Neglected Tropical Diseases of the World Health Organization. Antiparasitic drugs, such as
benzimidazoles, are the main form of treatment, howeve, these drugs present limitations on
the effectiveness of treatment and application restrictions associated with side effects and
may favor the development of resistance. Thus, identify more efficient therapeutic forms for
the treatment of cestodiases is needed. Statins are drugs used to control hypercholesterolemia
by inhibiting the enzyme hydroxy-methyl-glutaryl-CoA reductase (HMG-CoA reductase),
involved in the synthesis of cholesterol by the mevalonate pathway. The cestodes present the
mevalonate pathway, but without the branch that leads to cholesterol synthesis and, thus,
they are dependent on the uptake of cholesterol from the host. It has been shown in different
organisms that after inhibition of HMG-CoA reductase, there was a reduction in protein
prenylation, growth arrest, sterility and lethality. In this way, the HMG-CoA reductase enzyme
appears as a potential therapeutic target. With the aim of finding new alternatives for the
treatment of diseases caused by cestodes, the present work uses a strategy of action based on
drugs repositioning. The HMG-CoA reductase enzyme is highly conserved in different cestodes
and the comparative modeling of the three-dimensional structure of the M. corti HMG-CoA
reductase enzyme (McosHMGS) revealed a structural organization similar to other HMG-CoA
reductases and conservation of the catalytic domain of the enzyme. Computational molecular
docking analyses showed that simvastatin interacts with McosHMGS8 through three hydrogen
bonds, a smaller number of interactions than human HMG-CoA reductase, which interacts
through eight hydrogen bonds. The effects of simvastatin on M. corti tetrathyridia at
concentrations of 50 uM, 100 uM and 150 uM for up to 120 h of treatment showed that the
tetrathyridia begin to lose mobility from 72 h at concentrations of 100 uM and 150 uM. In 120
h of simvastatin treatment, the tetrathyridia showed signs of degradation, such as the
formation of bubbles in parasite tegument. These results shown that, at the concentrations
tested (50 uM, 100 uM and 150 uM), simvastatin may be decreasing the parasite viability.
Computational docking analyzes to improve the prediction of the interaction form of
simvastatin with McosHMG8, and more specific assays to quantify the mobility and viability of
the tetrathyridia during treatment with simvastatin are required.

Key words: M. corti, drug repositioning, simvastatin, docking, cestodes.



1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais de cestddeos

Os organismos do filo Platyhelminthes sdo acelomados, com simetria bilateral e
achatados dorsoventralmente (COLLINS, 2017). O filo inclui organismos de vida livre, ecto ou
endoparasitas, que possuem na extremidade anterior érgdos sensitivos e/ou de fixacdo. O filo
é composto de seis classes: Catenulida, Monogenea, Rhabditophora, Tubellaria, Trematoda e
Cestoda, sendo as classes Cestoda e Trematoda compostas de organismo parasitas (NEVES et
al., 2011).

A classe Cestoda é composta por organismos endoparasitas (cestédeos) que sdo
desprovidos de epiderme, cavidade geral e sistema digestivo (KOZIOL, 2017). Seus 6rgdos de
fixacdo estdo localizados na parte anterior, o corpo em geral é alongado e constituido por
segmentos. Cestddeos adultos geralmente apresentam caracteristicas tipicas, como por
exemplo, o corpo alongado com trés regides distintas: (i) Uma anterior, constituida pelo
escdlex, no qual se encontram as estruturas de fixagdo; (ii) outra estreita, (regido do pescoco),
que sustenta o escdlex e o liga ao restante do corpo do parasito; (iii) e por fim o estrdbilo,
regido segmentada onde estdo localizadas as proglotides (unidades reprodutivas) (KOZIOL,
2017). A classe Cestoda compreende duas subclasses: Cestodaria e Eucestoda, onde os
vermes pertencentes a subclasse Cestodaria ndo sdo segmentados e possuem apenas um
conjunto de érgdos reprodutivos; os pertencentes a sub-classe Eucestoda sdo segmentados
em progldtides, cada uma delas contendo drgdos reprodutivos masculinos e femininos. A sub-
classe Eucestoda possui varias ordens, entre elas a Tetraphyllidea, Trypanorhynca,
Pseudophyllidea e Cyclophyllidea (LITTLEWOOD; ROHDE; CLOUGH, 1999).

A ordem Cyclophyllidea é subdivida em diversas familias, sendo uma delas a familia
Taeniidae, nos quais incluem parasitos de animais domésticos (COGHLAN et al., 2019). Esta
familia é considerada, do ponto de vista médico, veterindrio e econdmico, a mais importante
da ordem Cyclophyllidea, incluindo, por exemplo, vermes dos géneros Taenia e Echinococcus
(NAKAO et al., 2010). Outra familia que também é pertencente a ordem Cyclophyllidea é a
familia Mesocestoididae, esta familia inclui vermes do género Mesocestoides que infectam
uma ampla gama de organismos, incluindo o organismo-modelo Mesocestoides corti que é
amplamente utilizado para o estudo de diversas caracteristicas da biologia de cestddeos, como
resposta a estresse, desenvolvimento e também utilizado para estudos farmacoldgicos
(ALVAREZ et al., 2010).

1.2. Doengas causadas por cestédeos

Em seu ciclo de vida os cestddeos requerem pelo menos dois hospedeiros (hospedeiro
intermediario e hospedeiro definitivo), podendo infectar seres humanos e animais
domésticos/selvagens (ZAROWIECKI; BERRIMAN, 2015). Desta forma as doengas causadas por
cestodeos (cestodiases) constituem um problema de saude publica e animal (ITO; BUDKE,
2014). Os seres humanos podem servir como hospedeiro definitivo e hospedeiro intermediario
para algumas espécies, como por exemplo, Taenia solium e Hymenolepis nana, sendo uma das
formas de infeccdo a ingestdo de alimentos ou agua contaminados com os ovos desses
parasitos.



As doengas mais relevantes causadas por cestddeos sdo a equinococose (causada por
Echinococcus spp.) e cisticercose/teniase (causada por Taenia solium), constando na lista de
Doencas Tropicais Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (do inglés: World Health
Organization - WHO) (http://www.who.int/neglected diseases/diseases/en/). A equinococose

pode ocorrer de 3 formas: i) equinococose policistica, ii) equinococose cistica (ou hidatidose
cistica) e iii) equinococose alveolar, causadas pelas espécies Echinococcus vogeli, Echinococcus
granulosus e Echinococcus multilocularis, respectivamente. As duas Ultimas sdo as formas de
maior importancia devido a sua relevancia médica e de saude publica (MANDAL; MANDAL,
2012).

A infeccdo humana com E. granulosus (equinococose cistica) leva ao desenvolvimento de
um ou mais cistos que sdo localizados com maior frequéncia no figado e nos pulmdes (CRAIG
et al., 2007). O periodo de incubagdo assintomatico da doenca pode durar anos, até que os
cistos cresgcam a ponto de desencadear sinais clinicos. Segundo a WHO, metade de todos os
pacientes que sdo tradados para a infeccdo, recebe o tratamento anos depois da infeccdo
inicial do parasito. Alguns sintomas comumente observados quando a equinococose ocorre no
figado sdo dores de cabeca, nduseas e vomitos. Se o pulmdo é afetado, os sinais clinicos
incluem tosse cronica, dor tordcica e falta de ar. Outros sinais que possam ocorrer vao
depender da localizagdo do cisto e pressdo exercida sobre os tecidos circundantes (HIGUITA,;
BRUNETTI; MCCLOSKEY, 2016). O diagndstico da doenca é dificil devido a lentiddo de
crescimento dos cistos, porém o diagndstico pode ser feito através de raio-x, tomografia
computadorizada ou ecografias e sua confirmacdo laboratorial depende de testes sorolégicos
(BIAVA; DAO; FORTIER, 2001). Existem trés formas de tratamento para a equinococose cistica:
i) tratamento percutaneo dos cistos pela técnica de PAIR (puncgdo, aspiracdo, injecdo, re-
aspiragdo); ii) cirurgia; e iii) tratamento antiparasitario (BRUNETTI; KERN; VUITTON, 2010).

A prevencdo a doenga pode ser feita através de desparasitacdo periddica nos animais
(principalmente cdes), melhoria de higiene no abate de gado e campanhas de educacdo
publica. A equinococose cistica é encontrada no mundo todo (Figura 1), mas ha paises em que
a doenca é endémica ou hiperendémica (CADAVID RESTREPO et al., 2016).

Endemic
@® @ Highly endemic
EC EA

Figura 1: Distribuicdo da equinococose cistica (EC) e equinococose alveolar (EA). As cores
indicam as zoonoses, EC em roxo, EA em azul. As intensidades das cores indicam prevaléncia.
Adaptado de WHO (http://www.who.int/echinococcosis/en/).
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Segundo a WHO as taxas de incidéncia humana para equinococose cistica em regides
endémicas tem prevaléncia de 5% a 10%. No gado a prevaléncia da equinococose cistica
encontrada em matadouros nas regides hiperendémicas da América do Sul varia de 20% a 95%
dos animais abatidos (CARDONA; CARMENA, 2013).

Tratamentos efetivos contra as cestodiases ainda ndo estdo disponiveis. A principal forma
de tratamento é o uso de derivados de benzimidazdis, como, triclabendazol, albendazol e
mebendazol (SANGSTER; COWLING; WOODGATE, 2018). Estes farmacos, contudo, apresentam
varias limitacGes quanto a efetividade do tratamento e restricGes de aplicacdo associadas a
efeitos colaterais, podendo favorecer o desenvolvimento de resisténcia. Assim, existe a
necessidade de identificar novas formas terapéuticas mais eficientes para o tratamento das
cestodiases.

1.3. Reposicionamento de farmacos e docking molecular

A estratégia de reposicionamento de farmacos tornou-se popular nos ultimos anos, sendo
gue isto é principalmente devido ao fato de que o processo de pesquisa e o desenvolvimento
de um novo farmaco é complicado, exaustivo, caro e pode levar de 10 a 17 anos, desde a ideia
até o medicamento comercializado. Por outro lado, o reposicionamento de farmacos oferece a
possibilidade de reduzir o tempo, sendo um processo de 3 a 12 anos, e significativa diminuicdo
nos custos (ASHBURN; THOR, 2004). O termo reposicionamento de farmaco ou
reaproveitamento de farmaco é geralmente aplicado para a descoberta de novos usos
terapéuticos para farmacos que ja sdo comercializados e usados clinicamente (MUTHYALA,
2012).

O reposicionamento de farmacos busca metodologias de ancoragem mais rapidas,
eficazes e confidveis. A Triagem virtual € um método rdpido e econdmico para avaliar uma
variedade de compostos, e por isto, surge como uma importante ferramenta. Este método
abrange as estratégias de um rastreio virtual baseado na estrutura do ligante (MA; CHAN;
LEUNG, 2013). A triagem virtual baseada na estrutura do receptor (proteina alvo) emprega
métodos de docking molecular na analise de grandes bases de dados de compostos com o
objetivo de elencar os compostos com o melhor modo de ligagdo predito e assim permitir a
sele¢do de compostos para testes in vitro (FERREIRA et al., 2015).

O docking molecular tem um papel importante na estratégia de reposicionamento de
farmacos, pois é por complementaridade quimica que ocorre o reconhecimento molecular de
um ligante no sitio receptor alvo. Este processo envolve fatores entdlpicos (energia maxima
interna de um sistema) e entrdpicos (energia termodinamica referente as reac¢Ges quimicas),
considerando a flexibilidade do ligante e da proteina. Através do uso do docking molecular é
possivel verificar qual farmaco é capaz de se ajustar ao sitio ativo de um receptor, tanto
geometricamente quanto quimicamente (WU; ARIGHI; ROSS, 2017).

1.4. Estatinas e a enzima HMG-CoA redutase

As estatinas (Figura 2) sdo um conjunto de farmacos usados para controlar os niveis
elevados de colesterol no sangue (hipercolesterolemia), ja que possuem a capacidade de inibir
a producdo de colesterol, e também sdo utilizadas para prevenir doengas cardiovasculares.
Outros possiveis usos terapéuticos para as estatinas incluem tratamentos de doencgas
inflamatdrias, imunoldgicas, e como medicamentos anticancerigenos (DEMIERRE et al., 2005).



e ‘
|
e o
et N ap |
Y I = N .
D E N F ~
’ “ N
U | | |
|

Figura 2: Representagao da estrutura quimica das estatinas. A, Atorvastatina. B, Fluvastatina.
C, Lovastatina. D, Pravastatina. E, Rosuvastatina. F, Sinvastatina.

As estatinas tém como seu alvo a enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA)
redutase, a enzima responsavel pela conversio de HMG-CoA em mevalonato. A via do
mevalonato (Figura 3) é essencial nos eucariotos pela sua importancia em processos como a
sintese de colesterol, heme, ubiquinona e para a prenilagdo e glicosilagdo proteica (RAUTHAN;
PILON, 2011).

A sintese de colesterol ndo ocorre em cestddeos, mas componentes desta via que
também atuam em vias de produ¢do de outros componentes essenciais foram identificados
em seus genomas (COGHLAN et al., 2019), como por exemplo, enzimas necessdrias para a
sintese de mevalonato (TSAl et al., 2013). O uso das estatinas como drogas antiparasitarias ja
foi testada nos protozodrios Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum
e Leishmania major (COPPENS; COURTOY, 1996). Estudos recentes, no platelminto
Schistosoma mansoni, mostraram um potencial anti-helmintico das estatinas em cultivos in
vitro de diferentes estdgios do S. mansoni, como esquistossémulos e adultos, que infectam o
hospedeiro mamifero (ROJO-ARREOLA et al., 2014). No entanto, em cestédeos o efeito das
estatinas na sobrevida do parasito ainda nao foi avaliado. Portanto, o uso de estatinas é uma
forma ndo sé de estudar o mecanismo de transporte de colesterol e metabolismo como
também a prospecc¢do de novas drogas anti-helminticas, o que contribui para o aumento do
conhecimento da biologia basica destes organismos.
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Figura 3: Via do mevalonato. Representacdo esquemdtica da via do mevalonato em
protozodrios e helmintos. As enzimas (em quadrado) que sdo suscetiveis a acdo de drogas (em
oval) estdo indicadas. Em retangulo, esta representada o ramo da via que leva a sintese de
ergosterol, ausente em cestédeos. Fonte: COPPENS; COURTOY, 1996.

1.5. M. corti como organismo-modelo

Estudos envolvendo cestddeos de relevancia médica e veterindria, como os da familia
Taenidae (por exemplo: géneros Echinococcus e Taenia), sdo dificultados pela auséncia de
protocolos bem estabelecidos para a manutencdo destes organismos em condigGes
laboratoriais, sendo necessaria a coleta do material a campo ou em matadouros (LUSTIGMAN
et al.,, 2012). Neste contexto, a disponibilidade de um organismo modelo como M. corti
permite o estudo de aspectos bdsicos sobre a biologia de cestédeos, pois pode ser facilmente
mantido in vivo e in vitro.

M. corti, assim como E. granulosus, € um endoparasito também pertencente a classe
Cestoda. O seu ciclo de vida (Figura 4) tem um hospedeiro definitivo (carnivoros) e dois
hospedeiros intermediarios (MEHLHORN; ASPOCK, 2008). O primeiro hospedeiro intermediario
€ um artropode e o segundo hospedeiro intermedidrio pode ser mamiferos, aves, anfibios ou
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répteis. No seu ciclo de vida apresenta trés estagios: i) oncosfera, que é ingerida pelo primeiro
hospedeiro intermedidrio. Apds a eclosdo, o embrido hexacanto penetra na cavidade corpérea
deste primeiro hospedeiro intermediario, onde se desenvolve no primeiro estagio larval; ii)
cisticercoide (primeiro estagio larval), quando ingerido por um segundo hospedeiro
intermedidrio, se transforma no segundo estagio larval; iii) tetratirideo (segundo estdagio
larval), se replica por reproducdo assexuada no segundo hospedeiro intermediario. Quando
ingerido pelo hospedeiro definitivo sofre o processo de estrobilizacdo para formar o iv) verme
adulto, sexualmente diferenciado e segmentado (progldtides), o que é uma caracteristica
tipica dos cestddeos.

Os tetratirideos podem ser facilmente mantidos in vivo por uma série de passagens em
hospedeiros experimentais como camundongos e ratos, onde se reproduzem assexuadamente
e 0 seu processo de maturacdo na forma adulta pode ser induzido e seguido in vitro
(MARKOSKI et al., 2003). Utilizando M. corti como modelo, nosso grupo tem buscado
compreender aspectos relacionados a biologia de cestddeos, principalmente aqueles
relacionados com a expressdo génica diferencial durante o desenvolvimento (BASIKA et al.,,
2019). Além disso, esse modelo experimental estd sendo utilizado para testar o uso de
farmacos que apresentem potencial para inibir o desenvolvimento do parasito. Uma classe de
farmacos, as estatinas, que atuam como inibidores da enzima HMG-CoA redutase, esta tendo
seus efeitos sobre a viabilidade dos tetratirideos avaliados, a partir dos efeitos fenotipicos
apos o tratamento com a droga.
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Figura 4: Representagao esquematica do ciclo de vida de M. corti. As diferentes fases do
desenvolvimento do parasito estdo representadas de 1 a 5, e em 6 estad representado a
infeccdo acidental em humanos.
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2. JUSTIFICATIVA

Cestddeos sao helmintos parasitas de distribuicdo global. Endoparasitas obrigatérios, sao
capazes de infectar uma extraordinaria diversidade de animais e sdo facilmente transmitidos
entre hospedeiros. Doencas causadas por cestddeos (cestodiases) afetam tanto o homem
como animais domésticos, e as consequéncias sociais e econdmicas sao acentuadas. As
doencas mais relevantes causadas por cestddeos sdo a equinococose/hidatidose (causada por
Echinococcus spp.) e cisticercose (causada por Taenina solium), constando na lista de Doencas
Tropicais Negligenciadas da WHO.

A principal forma de tratamento dessas doengas é pelo uso de derivados de
benzimidazdis, como, por exemplo, triclabendazol, albendazol e mebendazol. Estes farmacos,
contudo, apresentam vdrias limitacdes quanto a efetividade do tratamento e restricdes de
aplicacdo associadas a efeitos colaterais podendo favorecer o desenvolvimento de resisténcia.
Assim, existe a necessidade de identificar novas formas terapéuticas mais eficientes para o
tratamento das cestodiases.

Portanto, no intuito de buscar novas alternativas para o tratamento de doencas causadas
por cestdédeos, como a equinococose cistica, estudos buscam o reposicionamento de farmacos
como estratégias de a¢do para um possivel novo tratamento. Neste contexto, as estatinas
surgem como alternativa por serem farmacos usados para controlar os niveis de colesterol no
sangue (hipercolesterolemia), ja que estes farmacos tém como alvo a HMG-CoA redutase,
enzima responsavel pela conversao de HMG-CoA em mevalonato. Cestddeos ndo sintetizam
colesterol de novo, sendo esta molécula captada do hospedeiro, mas apresentam a via do
mevalonato que é importante para produzir varios compostos importantes para esses
organismos. A enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase é uma das
mais importantes da via do mevalonato e representa um potencial alvo terapéutico para as
estatinas nesses parasitas. A via do mevalonato é considerada vital nos cestddeos, como o
organismo modelo M. corti, j3 que componentes desta via atuam em vias de produ¢do de
componentes essenciais.

O uso de farmacos aprovados e disponiveis, cujos alvos sdo parte das vias de transporte e
metabolismo associado ao colesterol, visando interferir na viabilidade de M. corti, é uma
estratégia interessante, pois reduz custos de descoberta e testes de novas moléculas. Além
disso, contribuird para o melhor entendimento dos mecanismos fisiolégicos bdsicos do
parasito.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Analisar, in silico, as formas de interagao da enzima HMG-CoA redutase de M. corti com a
sinvastatina e avaliar o efeito desse farmaco na viabilidade de tetratirideos de M. corti em
cultivo in vitro.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Determinar a estrutura tridimensional da enzima HMG-CoA readutase de M. corti.
3.2.2. Analisar as formas de interacdo proteina-ligante da estrutura da HMG-CoA redutase de
M. corti com a sinvastatina.
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3.2.3. Avaliar in vitro os efeitos da sinvastatina sobre tetratirideos de M. corti.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Analise in silico de conservag¢ao da sequéncia de aminoacidos da enzima HMG-CoA
redutase

A partir da sequéncia deduzida de aminoacidos da enzima HMG-CoA redutase de M. corti
(MCOS_0000573601) recuperada do banco de dados WormBase ParaSite
(https://parasite.wormbase.org/index.html), foi realizado um Blastp contra as sequéncias de

outros cestddeos no préprio servidor do WormBase ParaSite, no intuito de recuperar as
sequéncias deduzidas de aminodcidos da enzima HMG-CoA redutase destes organismos. Apds
recuperar estas sequéncias, realizamos o alinhamento multiplo no software MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) para analisar o grau de conservagao das sequéncias

desta enzima.

Ao realizarmos buscas na literatura, encontramos a estrutura do cristal da enzima HMG-
CoA redutase humana complexada com a sinvastatina (1hw9) depositada no banco de dados
Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/). Para avaliar a conservacdo desta enzima

humana com seu ortélogo de M. corti, recuperamos a sequéncia de aminoacidos da HMG-CoA
redutase humana (P04035) no banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) e

realizamos o alinhamento multiplo no software MultiAlin.
4.2. Modelagem comparativa e docking molecular da enzima HMG-CoA redutase de M. corti

A predicdo da estrutura tridimensional da enzima HMG-CoA redutase de M. corti foi
realizado por modelagem comparativa utilizando a ferramenta SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/). A sequéncia de aminoacidos da enzima HMG-CoA redutase,

recuperada do banco de dados WormBase ParaSite
(https://parasite.wormbase.org/index.html), foi submetida no servidor, que realizou uma

busca por estruturas para servirem como moldes.

Para a modelagem comparativa, cinco estruturas foram selecionadas como molde (3cdO,
1dq9, 2r4f, 1hwk e 1hw8) de acordo com os parametros de GMQE (Estimativa global de
qualidade de modelo, do inglés Global Model Quality Estimation), cobertura e a resolucdo do
molde (< 3 A). Oito modelos foram gerados, e a qualidade destes modelos foram avaliadas nas
seguintes ferramentas: SWISS-MODEL Structure Assessment
(https://swissmodel.expasy.org/assess), no  PDBsum  (http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/Generate.html) e no ModFOLD
(http://www.reading.ac.uk/bioinf/ModFOLD/).

Todos os experimentos de docking molecular foram realizadas no portal DockThor

(http://dockthor.Incc.br/). Nestes experimentos de docking molecular, utilizamos o modelo 08
da HMG-CoA redutase de M. corti (McosHMGS8) gerado no SWISS-MODEL, o ligante
sinvastatina e o cofator adenosina-5-difosfato (ADP). A calibracdo dos parametros foi realizada

por meio de um redocking na estrutura da HMG-CoA redutase humana complexada com a
sinvastatina (1hw9) e por buscas na literatura.
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4.3. Manipulagao in vivo e in vitro de M. corti

Os tetratirideos foram mantidos in vivo por meio de passagens seriadas em hospedeiros
experimentais conforme descrito por Markoski et al. (2003). Resumidamente, foram utilizados
camundongos (Mus musculus, BALB/c) fémeas, da linhagem BALB/c com 90 dias de idade. Os
camundongos receberam, por injecdo intraperitoneal, uma suspensao de aproximadamente
600 tetratirideos em 0,2 ml de tampao fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate buffered
saline) pH 7,4. Apds trés meses de infeccdo, os camundongos foram eutanasiados pela
inalacdo de uma concentracdo letal do anestésico isoflurano e apds a confirmacdo do dbito,
foram mantidos submersos em etanol 70% por 5 min para remocdo das sujidades. Apés este
periodo, os tetratirideos foram recuperados por procedimentos cirurgicos post-mortem por
meio da aspiracdo da cavidade peritoneal. Apds 3 passagens de infec¢do em camundongos, foi
efetuada uma passagem em ratos (Rattus norvegicus, Wistar), necessaria para a manutencao
da capacidade infectiva dos tetratirideos. Foram utilizados ratos fémeas, da linhagem Wistar
com 90 dias de idade. Os ratos receberam, por injecdo intraperitoneal, uma suspensdo de
aproximadamente 1.000 tetratirideos em 0,5 ml de PBS. O processo de eutanasia, dissecacdo e
recuperacao dos tetratirideos foram os mesmos descritos para camundongos. Todos os
procedimentos experimentais envolvendo camundongos/ratos foram aprovados pela
Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS e realizados de acordo com as normas
estabelecidas no projeto n2 32793.

4.4. Avaliacao in vitro dos efeitos da sinvastatina em tetratirideos de M. corti

O ensaio in vitro para avaliar os efeitos da sinvastatina em tetratirideos de M. corti foi
realizado em placas de 96 pogos (15-20 tetratirideos/poc¢o), onde foram testadas trés
concentragdes de sinvastatina (50 uM, 100 uM e 150 uM) em tetratirideos de M. corti por até
120 h. Neste ensaio, foram utilizados trés controles para cada concentracao: meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB); meio RPMI suplementado com 10% de SFB
e o diluente do farmaco (DMSO); e o anti-helmintico albendazol (200 ng/mL). O meio foi
trocado diariamente. Os parasitos foram avaliados em 24, 48, 72, 96 e 120 h de tratamento. Os
parasitos foram acompanhados diariamente em microscépio de luz. Todos os experimentos
foram realizados em duplicatas.

4.5. Coloragdo de tetratirideos com eosina

A coloracdo dos tetratirideos apds o tratamento com a sinvastatina foi realizada pela
coloragdo com a eosina. Ao final de cada tratamento com o farmaco sinvastatina (24, 48, 72,
96 e 120 h), os tetratirideos foram lavados com 150 pl de PBS, apds a lavagem foram
incubados por 30 min com 150 pl da solu¢do eosina 0,05%, e apds o periodo de incubagdo
foram lavados com 150 pl de PBS para retirar o excesso de eosina. Os parasitos foram
mantidos em 150 pl de PBS para serem observados no microscépio.
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5. RESULTADOS

5.1. Conservagao da enzima HMG-CoA redutase

Com o objetivo de analisar o grau de conservacao da enzima HMG-CoA redutase nos
cestédeos, realizamos um Blastp na plataforma do WormBase ParaSite, utilizando a sequéncia
da enzima de M. corti, para recuperar as sequéncias de ortdlogos da HMG-CoA redutase de
outras espécies de cestédeos. Apds a recuperacdo destas sequéncias, realizamos o
alinhamento multiplo que mostrou que a enzima HMG-CoA redutase de M. corti é altamente
conservada em diferentes cestédeos como E. granulosus, E. multilocularis, Echinococcus
canadensis, Taenia asidtica, Taenia saginata, T. solium e Taenia multiceps (Figura 5).
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Figura 5: Alinhamento Multiplo. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da HMG-CoA
redutase de M. corti, E. granulosus, E. multilocularis, E. canadensis, T. asidtica, T. saginata, T.
solium e T. multiceps. Em vermelho, estdo representados os residuos de aminodcidos
conservados e em preto os residuos com variagcdo nas diferentes sequéncias.
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O alinhamento multiplo também foi realizado com a sequéncia de aminoacidos da enzima

HMG-CoA redutase humana e a sequéncia de aminoacidos da enzima de M. corti

(MCOS_0000573601) no software MultAlin, para avaliarmos o nivel de conservagao da enzima

humana com a enzima de M. corti. O alinhamento multiplo mostrou 49 % dos residuos de

aminoacidos conservados da HMG-CoA redutase de M. corti em relacdo a enzima humana,
principalmente na porg¢do catalitica da enzima (residuos 460-888) (Figura 6).
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Figura 6: Alinhamento de sequéncias. Alinhamento das sequéncias de aminodcidos da HMG-

CoA redutase de H. sapiens e M. corti. Em vermelho estdo representados os residuos de

aminodacidos conservados e em preto os residuos com variagdo nas duas sequéncias. Os

residuos de aminoacidos da porgdo catalitica da enzima (residuos 460-888) estdo sublinhados

em amarelo.

5.2. Estrutura tridimensional da enzima HMG-CoA redutase de M. corti

Para determinar e conhecer a organizagao estrutural da enzima HMG-CoA redutase de M.

corti (McosHMG) a predicdo da estrutura tridimensional foi realizada por modelagem

comparativa no SWISS-MODEL. Esta modelagem comparativa resultou em oito estruturas

tridimensionais de um dos monémeros da enzima (Tabela 1). Estes modelos (McosHMG 1-8)
tiveram suas qualidades avaliadas no servidor do SWISS-MODEL, PDBsum e MODFold.
Considerando a relativa conservacdo de residuos entre estas proteinas, como esperado a

estrutura geral dos modelos de McosHMG é muito semelhante aquela observada na estrutura
da HMG-CoA redutase humana (Figura 7).
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Tabela 1: Avaliagdo das estruturas tridimensionais dos mondomeros gerados na ferramenta
SWISS-MODEL.

Organismo Cddigo PDB Modelo SWISS-MODEL MODFold
GMQE Escore global
Homo sapiens 3cd0 McosHMG1 0,49 0,3968
Homo sapiens 1dq9 McosHMG2 0,48 0,3899
Homo sapiens 2r4f McosHMG3 0,18 0,3959
Homo sapiens 3cd0 McosHMG4 0,47 0,3883
Homo sapiens 1hwk McosHMG5 0,47 0,3918
Homo sapiens 1hw8 McosHMG6 0,47 0,3977
Homo sapiens 2raf McosHMG7 0,46 0,3840
Homo sapiens 1hwk McosHMGS8 0,46 0,3818

Figura 7: Sobreposicdo das estruturas tridimensionais da enzima HMG-CoA redutase humana
(1hw9) e do modelo McosHMG 8. A, sobreposicdo dos mondmeros (cadeia A), em cinza o
mondémero da HMG-CoA redutase humana e em ciano o mondémero da HMG-CoA redutase de
M. corti. B, sobreposi¢do dos tetrameros, em cinza o tetramero da HMG-CoA redutase humana
e em ciano o tetramero da HMG-CoA redutase de M.corti.

Dentre os oitos modelos gerados, o modelo McosHMG8 (Figura 8) obteve o melhor escore
de avaliagdo nestas ferramentas. O mondmero revela uma estrutura Unica composta de trés
dominios: um dominio pequeno, helicoidal N-terminal, dominio N (residuos 248-313), um
grande dominio L (residuos 314-376 e 480-641) e um pequeno dominio S (residuos 377-467)
que esta inserida dentro do dominio L. Os dominios S e L sdo conectados por um /oop (residuos
468-480) que é estabilizado por interacGes com residuos dos mondémeros vizinhos. Este loop
ou cis-loop, contém um cis-peptideo entre os residuos C474 e T475 que é essencial na
formacdo do sitio de ligagdo da HMG-CoA redutase.

18



Figura 8: Estrutura tridimensional (monémero) do modelo McosHMG 8. Representacdo dos
dominios no mondmero (cadeia A) em cores. Cinza, N-dominio. Azul, L-dominio. Rosa, S-
dominio.

Este mon6mero obteve uma pontuacdo de 0,46 no GMQE, além disso, 91,8 % dos
residuos estavam nas regides mais favorecidas e 99,7 % dos residuos nas regides permitidas no
grafico de Ramachandran (Figura 9) e uma pontuacdo de 0,3818 na escala global pelo
MODFold.
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Figura 9: Grafico de Ramachandran do monémero McosHMGS8. As regides mais favorecidas
estdo representadas em vermelho, em amarelo as regides adicionais permitidas e em creme as
regides generosamente permitidas.
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Baseado em estudos anteriores (ISTVAN; DEISENHOFER, 2000), o modelo também foi
gerado como um tetramero (a partir do McosHMGS), e este modelo foi selecionado para a
anadlise de docking. Este modelo também teve sua qualidade avaliada. A pontuacdo obtida na
avaliacdo deste tetramero foi de 0,46 no GMQE, e 91,5 % de residuos em regides mais
favorecidas e 98,6 % dos residuos nas regides permitidas no grafico de Ramachandran.

O tetramero de McosHMGS (Figura 10) é composto por quatro cadeias (mondmeros)
iguais entre si, cada um com um sitio ativo (A, B, C e D), que esta localizado no dominio L, e
com sitio catalitico localizado na interface de dois monémeros.

Figura 10: Estrutura tridimensional (tetramero) do modelo McosHMG8. Representacdo dos
mondmeros (cadeias) em cores. Cinza, cadeia A. Rosa, cadeia B. Azul, cadeia C. Amarelo,
cadeia D.

Os experimentos de docking molecular foram realizados no portal do DockThor, utilizando
a estrutura tridimensional do tetramero de McosHMGS, o ligante sinvastatina (Figura 11) e o
cofator ADP. Estes experimentos de docking molecular foram realizados para analisarmos as
interagdes do farmaco sinvastatina com o tetramero de McosHMGS.

Figura 11: Sinvastatina. Ligante utilizado nos experimentos de docking molecular com a
estrutura tridimensional do tetramero McosHMGS.
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Os parametros do docking foram calibrados por meio de um redocking da estrutura da
HMG-CoA redutase complexada com a sinvastatina (1hw9). Neste processo de calibracdo
chegamos ao menor valor de RMSD de 0,986, onde as coordenadas da caixa sdo: coordenadas
do centro da caixa x=8, y= -9 e z= -9 e tamanho da caixa x=9, y=9 e z=9 (Figura 12).

<

Figura 12: Resultado do redocking na estrutura da HMG-CoA redutase complexada com a

sinvastatina (1hw9). Sobreposicdo dos ligantes (sinvastatina), o ligante de referéncia esta
representado na cor cinza e em verde esta representado o ligante com melhor modo de
ligacado.

Utilizando estes parametros como ponto de partida para o docking molecular na estrutura
tridimensional do tetramero de McosHMGS8, chegamos ao menor valor de RMSD de 1,5, e as
coordenadas da caixa foram: coordenadas do centro da caixa x=7, y=-9 e z=-9 e tamanho da
caixa x=10, y=10 e z=10 (Figura 13). Ligacbes de hidrogénio e contatos importantes sdo
apresentados na Figura 14.

Figura 13: Resultado do docking molecular no modelo McosHMG 8. Ligante (sinvastatina)
com o melhor modo de ligagdo representado em verde.
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Figura 14: Interacdes da sinvastatina com o modelo McosHMG8. Representacdo das ligaces
de hidrogénio (linhas pontilhadas em verde) da sinvastatina com os residuos Lys521 e Asn543
da cadeia A e Ser470 da cadeia B.

5.3. Avaliagao in vitro dos efeitos da sinvastatina em tetratirideos de M. corti

Um ensaio in vitro foi realizado para avaliar os efeitos causados pelo farmaco sinvastatina
em tetratirideos de M. corti. Neste experimento, os tetratirideos foram tratados com as
concentragdes de 50 uM, 100 pM e 150 uM de sinvastatina por até 120 horas, sendo que para
cada concentragao foram utilizados trés controles, sendo dois negativos (Meio RPMI e DMSO)
e um controle positivo (albendazol).

Durante o experimento, foi observado que o farmaco sinvastatina causa uma diminui¢do
na mobilidade dos tetratirideos. A partir de 72 h de tratamento, hd uma diminuicdo na
mobilidade, que foi mais evidente em tetratirideos tratados com as concentracées de 100 uM
e 150 uM de sinvastatina e com 120 h de tratamento ndo se tem mobilidade nos tetratirideos
tratados com estas concentracfes em relagdo aos controles negativos. Ja no controle positivo,
apds 72h de tratamento com o albendazol, os tetratirideos apresentaram perda de mobilidade
(paralisia) e perfuragdes no tegumento.

A partir de 96 h de tratamento, os tetratirideos tratados com as concentracées de 100 uM
e 150 uM de sinvastatina estavam mais translicidos e com 120 h de tratamento, além de
estarem mais translicidos houve também sinais de degradacdo (formagdo de bolhas no
tegumento) (Figura 15) em comparagdo aos controles negativos, enquanto que no controle
positivo, com 120 h de tratamento, os tetratirideos tratados com o albendazol estavam
totalmente paralisados e sem tegumento.
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Figura 15: Efeitos da sinvastatina em tetratirideos de M. corti em cultura. Tetratirideos
(aumento 20x) tratados com as concentragdes de 50 uM, 100 pM e 150 uM de sinvastatina no
ultimo dia de tratamento (120 h) aparecem com a formacgdo de bolhas no tegumento em
comparagdo aos controles negativos (Meio e DMSO).

5.4. Coloragao de tetratirideos

A coloracdo dos tetratirideos de M. corti com a eosina foi realizada ao final de diferentes
tempos de tratamento com a sinvastatina (24, 48, 72, 96 e 120 h). Esta colorac¢do foi realizada
para que pudéssemos identificar tetratirideos que foram mortos pelo tratamento com a
sinvastatina. Durante o experimento, ao realizar estas marcagdes no final do tratamento (24,
48,72, 96 e 120 h), observamos no microscépio de luz que nenhum dos tetratirideos tratados
ficou marcado pela eosina, ou seja, o farmaco nestas concentra¢des ndo causa a morte dos
parasitos.

6. DISCUSSAO

No presente trabalho o reposicionamento de farmacos foi utilizado como estratégia de
acao na busca de um tratamento alternativo para doengas causadas por cestédeos, como por
exemplo, a equinococose cistica, causada pelo endoparasito E. granulosus. Nossos resultados
mostraram que a sequéncia da enzima HMG-CoA redutase é altamente conservada nos
cestddeos, o modelo tridimensional McosHMG8 tem uma organizagao estrutural similar ao da
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enzima HMG-CoA redutase humana e o farmaco sinvastatina interage (predicao in silico) com
o modelo por meio de trés ligacées de hidrogénio. Os resultados de ensaios in vitro, para
avaliar os efeitos da sinvastatina em tetratirideos de M. corti, mostraram que o fadrmaco causa
a perda de mobilidade e induz a degradacao do parénquima do parasito.

Atualmente, a principal forma de tratamento da equinococose cistica é pelo uso de
drogas antiparasitarias, como o albendazol e o praziquantel, que apresentam vdrias limitacdes
quanto a efetividade do tratamento e podem favorecer o desenvolvimento de resisténcia
(SANGSTER; COWLING; WOODGATE, 2018). Os cestddeos ndo sintetizam colesterol de novo,
sendo esta molécula captada do hospedeiro, mas eles apresentam a via do mevalonato (sem o
ramo que leva a sintese de colesterol) (ZHENG et al., 2013). A enzima HMG-CoA redutase, cuja
funcdo é conversdao da HMG-CoA em mevalonato, é uma das mais importantes dessa via e ja
foi demonstrado em diferentes organismos que apés inibicio da HMG-CoA redutase, existe
uma reducdo na prenilacdo de proteinas, parada do crescimento, esterilidade e letalidade.
Desta forma, a enzima surge como potencial alvo terapéutico.

A pesquisa e o desenvolvimento de um novo farmaco é um processo complicado,
demorado, exaustivo e caro. Por isto, o reposicionamento de farmacos tornou-se uma
estratégia importante nos Ultimos anos. Diferente das estratégias tradicionais no
desenvolvimento de farmacos, esta estratégia é rapida e econOmica. De forma geral, a
estratégia de resposicionamento de farmacos consiste em trés tipos de abordagens:
abordagens computacionais, abordagens experimentais e abordagens mistas (XUE et al.,
2018).

Neste contexto, temos as estatinas, farmacos que inibem a sintese de colesterol, tendo
como alvo a enzima HMG-CoA redutase, sendo utilizado no controle da hipercolesterolemia.
Ultimamente, além do uso no tratamento da hipercolesterolemia, surgiram outros possiveis
usos terapéuticos para as estatinas, como o uso no controle de doengas cardiovasculares e no
tratamento de desordens inflamatdrias e imunoldgicas (JAIN; RIDKER, 2005).

Para avaliarmos a conserva¢ao da enzima HMG-CoA redutase de M. corti, realizamos o
alinhamento multiplo com a sequéncia de aminoacidos de M. corti e as sequéncias de
aminodacidos da HMG-CoA redutase de outros cestddeos. Este alinhamento multiplo mostrou
gue a sequéncia da enzima de M. corti, como esperado, é altamente conservada (residuos 394-
740) quando comparada com a de outros cestddeos, como E. granulosus, E. canadensis, E.
multilocularis, T. solium, T. saginata, T. asidtica e T.multiceps. Desta forma, é esperado que os
resultados obtidos em M. corti possam ser extrapolados para outros cestédeos de relevancia
médica e veterinaria.

Uma comparagdo da sequéncia de aminodcidos da HMG-CoA redutase de diferentes
organismos, revelou duas classes distintas da enzima: enzimas de classe | e Il (BOCHAR,;
STAUFFACHER; RODWELL, 1999), onde a sequéncia de aminoacidos de porc¢des cataliticas sdo
bem conservadas dentro de cada classe. A compara¢do da sequéncia de aminodcidos da
enzima HMG-CoA redutase humana com a sequéncia da enzima HMG-CoA redutase de M.
corti no alinhamento multiplo, mostrou, que a sequéncia de aminoacidos da porcdo catalitica
da enzima (residuos 460-888) é conservada.

A estrutura do modelo McosHMG8 mostrou-se similar com a organiza¢do da estrutura
dos dominios da enzima HMG-CoA redutase humana (ISTVAN et al., 2000). No modelo gerado
foi possivel identificar as regiées dos dominios: N-dominio (residuos 248-313), L-dominio
(residuos 314-376 e 480-641), S-dominio (residuos 377-467) e a identificacao da regido do cis-
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loop (residuos 468-480) que contém um cis-peptideo entre os residuos C474 e T475, essencial
na formacdo do sitio de ligacdo da enzima HMG-CoA redutase.

As estatinas inibem a enzima HMG-CoA redutase por competicao, ligando-se ao sitio de
ligacdo da enzima, impedindo a ligagdo a HMG-CoA (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001). Estes
farmacos possuem em sua estrutura uma porg¢ao semelhante a HMG-CoA, e nesta fracdo
semelhante estdo ligados grupos hidrofdbicos rigidos. A especificidade e a ligacao forte das
estatinas com a HMG-CoA redutase da-se pelo nimero de interagdes (for¢as de Van der Waals
e ligacOes de hidrogénio) entre estes inibidores e a enzima. De acordo com o docking a
sinvastatina interage com o modelo McosHMG8 por meio de trés ligacdes de hidrogénio,
enquanto que a enzima HMG-CoA redutase humana interage com este farmaco por meio de
oito ligacGes de hidrogénio. A sinvastatina realiza poucas interagdes com o modelo
McosHMGS, e isto pode implicar na diminuicdo da especificidade e afinidade do farmaco com
a enzima e resultar em uma ligacdo fraca. Mas as interacdes realizadas sdo na porcdo do
farmaco que é semelhante a HMG-CoA e com os residuos Lys521 e Asn543 da cadeia A e
Ser470 da cadeia B do modelo McosHMGS, indicando a inibicdo da enzima pela sinvastatina.

As estatinas tém sido exploradas para possiveis tratamentos de doencas parasitdrias,
incluindo a tripanossomiase humana africana, a doenga de chagas e a maldria (ANDERSSON;
LOW; BAKHIET, 2009; PARQUET et al., 2010). Em estudos recentes, as estatinas também foram
exploradas como possivel tratamento para a esquistossomose, onde foi observado que a
sinvastatina causou a morte de esquistossomulos e adultos de S. mansoni (ROJO-ARREOLA et
al., 2014).

Os resultados dos ensaios in vitro em tetratirideos de M. corti mostrou que o farmaco, nas
concentragdes 100 uM e 150 uM causa a diminuicdo da mobilidade dos tetratirideos a partir
de 72h de tratamento, o que pode estar indicando diminui¢do na viabilidade dos tetratirideos.
Com 120h de tratamento nestas concentracdes, os tetratirideos apresentaram sinais de
degradacdo, como a formacgdo de bolhas no tegumento. Trabalhos anteriores mostraram que a
inibicdo da via do mevalonato pelo tratamento com as estatinas (incluindo a sinvastatina)
podem estimular uma resposta adaptativa, como o aumento compensatério nos niveis da
HMG-CoA redutase e consequentemente a redugdo parcial do efeito (MACIEJAK et al., 2013), o
que ajudaria a entender o motivo de ndo ter sido observado nos tetratirideos efeitos mais
agudos, como a morte dos parasitos.

7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste estudo, foram analisadas in silico as formas de interacdo da enzima HMG-CoA
redutase de M. corti com a sinvastatina, e o seu efeito na viabilidade de tetratirideos de M.
corti em cultivo in vitro. Os resultados mostram que a sinvastatina interage com os residuos
Lys521 e Asn543 da cadeia A e Ser470 da cadeia B no modelo McosHMGS, o que pode estar
indicando a inibicdo da enzima. No ensaio in vitro, foi observado que com 120 h de tratamento
com a sinvastatina, os tetratirideos apresentam sinais de degradacao, indicando o potencial da
sinvastatina como anti-helmintico. Novos experimentos computacionais de docking sao
necessarios para melhorar a predi¢cdo da forma de interagcdo da sinvastatina com McosHMGS.
Realizar novos ensaios in vitro e ensaios mais especificos para avaliarmos se a sinvastatina estd
diminuindo a mobilidade e a viabilidade dos tetratirideos durante o tratamento. Além disso,
sera importante analisar os niveis de HMG-CoA redutase, usando-se anticorpos especificos
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para a HMG-CoA redutase e RT-PCR para avaliar se o tratamento com a sinvastatina esta
estimulando um aumento compensatério nos niveis da enzima e reduzindo os efeitos do
farmaco nestes parasitos. Também sera importante realizar experimentos computacionais de
docking com outras estatinas (fluvastatina e lovastatina) no modelo McosHMGS8 para analisar
as interacdes, in silico, destes inibidores com o modelo e testar in vitro estes inibidores para
avaliar os efeitos na viabilidade de tetratirideos de M. corti.
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