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RESUMO

A esquistossomose é uma das doencas parasitarias que causam maior impacto na
salde humana em todo o mundo. No Brasil, ela é causada pelo platelminto trematodeo
digenéico Schistosoma mansoni. A medida de controle da esquistossomose mais
importante € o emprego da quimioterapia especifica em larga escala. Atualmente, o
medicamento de escolha para o tratamento da esquistossomose causada por todas as
espeécies de Schistosoma é o praziquantel (PZQ). Apesar do PZQ ser eficaz e seguro, seu
uso em larga escala em &reas endémicas e tratamentos repetitivos podem causar a selecao
de cepas resistentes. Isolados resistentes, ou com baixa susceptibilidade, ja foram
encontrados na natureza e também podem ser selecionados em laboratério. O impacto da
selecdo de individuos que apresentam o fendtipo de resisténcia em uma populacéo ainda
ndo foi estudado. Este trabalho teve como objetivo selecionar uma cepa de S. mansoni
resistente ao PZQ e analisar o perfil genético da cepa selecionada em comparacdo com a
que a originou utilizando marcadores polimérficos do tipo microssatélites. Para induzir a
resisténcia ao PZQ foi utilizada a cepa de S. mansoni LE. Camundongos infectados foram
tratados com doses crescentes de PZQ, até a dose curativa, durante sete geracfes. O DNA
de vermes obtidos a cada geracdo foi analisado utilizando seis loci de microssatélites. Os
dados parasitoldgicos e genéticos obtidos foram comparados com dados da mesma cepa
sem inducdo de resisténcia. Apos seis geracdes do parasito submetido ao tratamento com
PZQ foi possivel obter uma cepa de S. mansoni com susceptibilidade diminuida a PZQ.
Vermes fémeas apresentaram maior susceptibilidade a PZQ que vermes machos apenas na
populacdo selecionada. A pressdo seletiva com PZQ diminuiu a diversidade genética de S.
mansoni. Ndo houve diferenca significativa quanto a diversidade genética de vermes
fémeas e machos. A obtencdo de uma cepa resistente a PZQ é de fundamental importancia
para estudos de mecanismos de resisténcia e sera também U(til para a comparacdo dos

niveis de sensibilidade de isolados de campo.




ABSTRACT

Schistosomiasis is one of the parasitic diseases that make a considerable impact
upon public health worldwide. In Brazil, it is caused by the digenetic trematode
Schistosoma mansoni. The most important schistosomiasis control measure is a large-scale
specific chemotherapy. Currently, the drug chosen for schistosomiasis treatment is
praziquantel (PZQ). Although PZQ is efficient and safe, its use on a large-scale in
repetitive treatments, in endemic areas, may lead to the selection of resistant strains.
Resistant or low susceptible to PZQ isolates have already been found in Nature, and can
also be selected in laboratory. The impact of selecting strains with a resistance-phenotype
has not been investigated yet. The present work was aimed at selecting a S. mansoni
resistant strain to PZQ, analyzing its genetic profile in comparison with the origin strain by
using polymorphic markers, microsatellite type. In order to induce resistance to PZQ, the
LE S. mansoni strain was used. Infected mice were treated with increasing PZQ doses
until the curative dose was reached throughout seven generations. DNA from worms
obtained at each generation was analyzed by using six microsatellite loci. Parasitological
and genetic data were compared with those from the same strain with no resistance
induction. After six parasite generations submitted to PZQ treatment, it was possible to
obtain a S. mansoni strain with a decreased susceptibility to PZQ. Female worms showed
a higher susceptibility to PZQ when compared with males in the selected population. The
selective pressure with PZQ led to a decreased genetic variability of S. mansoni. There was
no significant difference concerning genetic variability between males and females.
Obtaining a resistant strain to PZQ is important for a better understanding of the parasite
resistance mechanisms which would be also useful for further comparisons of sensitivity

levels among field isolates.
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I.INTRODUCAO




1.1 A Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca causada por trematodeos do género
Schistosoma. Essa doenca é endémica em 74 paises e afeta cerca de 200 milhdes de
pessoas em todo o mundo, estando outras 600 milhGes sob o risco da infec¢do (Katz &
Peixoto., 2000). Na Ameérica do Sul, o Brasil é o pais com a maior prevaléncia de
esquistossomose. Existem cerca de 8 milhdes de pessoas infectadas e aproximadamente 30
milhGes de pessoas vivendo em areas endémicas, sob risco de contrair a doenca (Katz &
Peixoto, 2000; Chitsulo et al., 2000). A auséncia de dados epidemiologicos precisos indica
a necessidade de adequado levantamento nacional da prevaléncia da esquistossomose que
continua a ser importante endemia parasitaria, justificando esfor¢os maiores para seu
controle (Katz & Peixoto, 2000).

Entre as principais espécies de Schistosoma que parasitam o homem sdo de
relevancia médica: Schistosoma mansoni , S. haematobium e S. japonicum. S. mansoni é a
Unica espécie causadora da esquistossomose no Brasil, tendo se instalado, principalmente,
devido as condigBes ambientais favoraveis encontradas em nosso territorio (Melo &
Coelho, 2004). Esta espécie ocorre também na Africa, em outros paises da América do Sul
e nas Antilhas. A distribuicdo geografica desse parasito estad condicionada a presenca de
moluscos de agua doce, do género Biomphalaria, que séo seus hospedeiros intermediarios.

Os parasitos da espécie S. mansoni pertencem ao Filo Platelminto e classe
Trematodea. Apresentam dimorfismo sexual na fase adulta e sdo digenéicos. Para
completar seu ciclo evolutivo (Figura 1) este parasito passa por cinco estagios larvarios
(miracidio, esporocisto primario e secundario, cercéria, esquistossomulo), além do ovo. O
ciclo evolutivo de S. mansoni inicia-se com a penetracdo ativa de cercarias na pele de
hospedeiros vertebrados. Apos a penetracdo, as cercarias perdem a cauda e transformam-se
em esquitossémulos, atingindo o coracdo direito e os pulmdes dos hospedeiros. A partir
dos pulmdes, os vermes migram para coracdo esquerdo e alcancam a circulacdo geral. Ao
atinguirem o sistema porta, completa seu desenvolvimento e se acasalam. O acasalamento
é indispensavel para que as fémeas completem seu desenvolvimento sexual. Os vermes se
alojam no plexo mesentérico cerca de 45 dias apos a infecgcdo. A fémea do verme adulto

pode produzir até 300 ovos por dia (Pellegrino & Coelho, 1978).
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Figura 1-O Ciclo de Vida de Schistosoma mansoni.




Uma parte dos ovos € retida na mucosa intestinal e nos capilares do sistema porta do
hospedeiro, o restante é eliminado, juntamente com as fezes e eclodem, em contato com a
agua liberando o miracidio. Os miracidios, dentro dos moluscos, transformam-se em
esporocistos primarios e secundarios e, em seguida, sdo liberadas as cercarias, fechando,
assim, o seu ciclo evolutivo (Melo & Coelho, 2004).

A esquistossomose apresenta duas fases evolutivas, uma aguda e outra crénica. A
fase aguda tem inicio em torno de 50 dias apds a infeccdo e é caracterizada, em alguns
pacientes, por sintomas como febre e eritema. A fase cronica pode apresentar trés formas
clinicas: intestinal, hepatointestinal e a forma mais grave hepatoesplénica (Siqueira et al.,
1997). A reagdo granulomatosa formada ao redor dos ovos retidos nos tecidos do figado é a
principal causa da patogenia da doenca (Warren et al., 1972).

A evolucdo da patologia da esquistossomose depende da interacdo entre o parasito
e 0 hospedeiro. A linhagem do parasito e a carga parasitaria sao fatores importantes para a
determinacdo da gravidade da doenca. O estado imunoldgico do hospedeiro é um dos
fatores mais importantes na determinacdo e na evolucdo das formas da doenca
(Lambertucci et al., 1998).

A maioria das parasitoses humana vem diminuindo gradativamente de incidéncia,
em consequéncia do desenvolvimento econdmico e dos métodos de controle disponiveis,
como o desenvolvimento de drogas e melhoria das condi¢des sanitarias (Savioli, 2000;
2004). No entanto, a esquistossomose encontra-se ainda em expansdo, principalmente em
paises da Africa e no Brasil, onde as precérias condicdes politico-econdmicas sdo ainda um
sério problema para a melhoria das condicBes basicas de saude da populacéo.
Normalmente, nas areas onde ocorre infec¢do ndo existem condic¢des sanitarias basicas e 0s
habitantes véem-se obrigados a entrar em contato com aguas contaminadas com as
cercarias de Schistosoma, ocorrendo uma rapida reinfeccdo (Katz & Peixoto, 2000).

A migracdo, movimentacao de pessoas de areas endémicas e grandes projetos de
construcdes de estradas e represas podem contribuir para o estabelecimento de novos focos
de transmissdo (Southgate et al., 2001). Em Richard Toll, Senegal, houve um aumento da
prevaléncia da esquistossomose de 1,9% para 71% em apenas dois anos (Talla et al.,
1990). Um importante exemplo da expanséo da esquistossomose no Brasil se deu na regido
sul do pais (Paraense et al., 1987). Em 1997 foi detectada pela primeira vez a presenca de
Biomphalaria na regido metropolitana de Porto Alegre (Esteio-Rio Grande do Sul), onde
mais tarde foi confirmada a primeira infecgdo humana por S. mansoni autoctone na regido.

(Carvalho et al., 1998). Existe atualmente uma baixa prevaléncia e producao de ovos de S.




mansoni, nesta regido. No entanto, areas de baixa magnitude de transmissao ndo devem ser
negligenciadas. Existe um risco potencial de areas de baixa endemicidade contribuirem
para a expansao da esquistossomose (Graeff — Teixeira et al., 2004).

O estudo da biologia deste parasito torna-se ainda necessario, ja que na atualidade
existe praticamente uma droga sendo usada no controle em massa da esquistossomose
(WHO, 2002). Ndo existe at¢ o momento nenhuma vacina efetiva contra S. mansoni
(Fonseca et al., 2005). Estudos do genoma e transcriptoma de S. mansoni contribuem para
o melhor entendimento da biologia do parasito e para a geracdo de novas informacdes que
podem ser usadas no desenvolvimento de novos alvos de drogas e vacinas contra a

esquistossomose.

1.2 O genoma e transcriptoma de S. mansoni.

O genoma do S. mansoni € diploide, formado de 7 pares de cromossomos
autossdémicos e um par de cromossomos sexuais (Short et al. 1979). O cromossomo sexual
da fémea é heterogamético (ZW) e o do macho é homogamético (ZZ). O tamanho do
genoma hapldide é de aproximadamente 2,7 X 10° pb, consistindo de 60 % de seqiiéncias
de DNA altamente ou moderadamente repetitivas (Simpson et al., 1982). 64% do genoma
do S. mansoni é composto de repeti¢fes do tipo AT (Simpson et al.; 1982). Existe uma alta
prevaléncia de elementos genéticos mdveis no genoma de Schistosoma. Brindley et al.
(2003) descreveram varios elementos genéticos mdveis (MGES) que colonizam o genoma
de parasitos. Os MGEs séo agrupados em duas categorias: Classe | - elementos que se
transpdem através de RNAs intermediarios chamados retrotransposons, os LTR que séo
uma longa sequéncia repetida em tandem nas extremidades do DNA de retrovirus e
retrotransposons e 0s SINES que sdo pequenos elementos moveis; Classe 1l - elementos
que movem diretamente de DNA para DNA, sdo chamados de transposons. Alguns SINES,
LTRs e transposons ja foram identificados em S. mansoni (Brindley et al., 2003).

O complexo génico que codifica RNA ribossomal foi a primeira regido de DNA
repetitivo a ser descrita em S. mansoni. Esta regido é constituida de unidades que sdo
repetidas aproximadamente 100 vezes, por genoma haploide (Simpson, 1984). Alguns
elementos repetitivos como W1, W2 e D9 sdo encontrados no genoma feminino (Drew,
1995). Elementos repetitivos especificos de sequiéncias de DNA de vermes fémeas foram

usados como sondas para determinacdo do sexo de S. mansoni (Grevelding, 1999).




O genoma mitocondrial (MtDNA) de S. mansoni apresenta uma taxa de variagéo 3
a 5 vezes maior que 0 DNA gendmico (Brown et al., 1979). E altamente polimorfico,
podendo variar no seu tamanho de 16,5 a 24,9 Kb (Pena et al.; 1995). Os mtDNA néo
expressam diploidia e nem heranca mendeliana (Jannotti-Passos et al., 1997; Bieberich,
2001). O mtDNA foi completamente sequienciado e contém 36 genes (Le et al., 2000).

Os Institutos TIGR e Sanger participam do projeto de sequenciamento completo
do genoma de S. mansoni. O projeto foi iniciado pela Organizagdo Mundial da Saide em
1994 com o objetivo de identificar novos alvos para droga, vacina e desenvolvimento de
mapas cromossdmicos. Aproximadamente 40-50% das sequiéncias formam um (nico
agrupamento, sugerindo que aproximadamente 20-25% do total dos genes de S. mansoni
foram descobertos. O seqliénciamento do genoma de S. mansoni em 3 vezes ira resultar na
descoberta de aproximadamente 95% dos genes. A era gendmica tem oferecido recursos
para iniciar a era da gendmica funcional, que poderd acelerar o desenvolvimento de
estratégias de controle e tratamento para esquistossomose (LoVerde et al., 2004).

As sequéncias gendmicas obtidas estdo depositadas em banco de dados que
podem ser acessados via o sites da TIGR e Sanger. Em 1992 foi iniciado, no Brasil, O
Projeto Transcriptoma de S. mansoni e, como parte integrante deste projeto, foi criado o
programa de descoberta de genes. Os principais objetivos deste programa foram descobrir
e caracterizar novos genes de S. mansoni, na tentativa de pesquisar novos alvos para
drogas e desenvolver vacinas. Antes do desenvolvimento destes programas, menos de 100
genes de S. mansoni haviam sido completamente sequienciados e depositados em bancos de
dados. O sucesso destes programas de transcriptoma deve-se a producdo de ESTSs
(etiquetas de sequéncias expressas), que sdo pequenas seqléncias obtidas do final de
cDNAs, aleatoriamente selecionados de bibliotecas de cDNA. Com esta técnica, fica
menos dispendioso obter informacdes sobre o genoma do parasito ja que o seqiiénciamento
gendémico em larga escala é impraticavel para laboratorios individuais, devido ao grande
tamanho do genoma de S. mansoni (270 Mb). Estas sequéncias podem ser usadas na busca
de homologias em banco de dados de DNA e seqiiencias de proteinas, na tentativa de
identificar os genes em que estas etiquetas foram derivadas (Franco et al., 2000; Oliveira,
2001). Os trabalhos iniciais anteriormente citados formaram a base para o financiamento
de projetos mais ambiciosos.

Estudos de transcriptoma deste parasito realizados nos estados de S&o Paulo e
Minas Gerais geraram milhares de seqiiéncias de todos os ciclos evolutivos de S. mansoni,
utilizando as estratégias de EST e ORESTES (Oliveira et al., 2004; Verjovski et al., 2003).




Mais recentemente, a Rede Genoma de Minas Gerais gerou aproximadamente 20.000
ESTs convencionais que estdo sendo armazenadas no banco de dados da rede. Um total de
124.640 ORESTES foi analisado, resultando em 30.988 sequiéncias de S. mansoni reunidas
(SmAES). Estima-se que 0 numero de genes expressos seja de 14.000 a 20.000. Destes
genes, 77% sdo genes que ainda ndo haviam sido caracterizados, sendo que 55% deles néo
apresentaram similaridade com genes de outros organismos (Verjovski et al., 2003). Um
dos principais beneficios dos estudos de transcriptoma € a identificacdo de novas proteinas
que podem ser usadas como alvo para novas drogas esquistossomicidas e candidatas a
vacina. Varios transcritos de genes de resisténcia a multiplas drogas (MDR) foram
identificados, estas evidéncias apontam para a existéncia de mecanismos de resisténcia a

drogas em S. mansoni (Verjovski et al., 2003).

1.3 A variabilidade genética de S. mansoni

A variacdo fenotipica intraespecifica em S. mansoni é grande (Rollinson et al.,
1986). Existem diferencas quanto a infectividade ao caramujo e ao hospedeiro definitivo,
guanto a patogenia da doenca, morfologia dos vermes e Susceptibilidade a agentes
esquistossomicidas (Katz et al., 1973; Dias et al., 1982). Varios estudos estdo sendo
realizados, usando marcadores moleculares, com o objetivo de avaliar a possivel relacao
entre diferencas fenotipicas e genéticas entre cepas de S. mansoni (McManus & Hope,
1993).

A variabilidade genética do S. mansoni foi inicialmente avaliada através de
estudos de isoenzimas. A analise de isoenzimas de cepas de laboratério da Africa, Brasil e
Caribe indicou que a variabilidade entre essas populacdes € relativamente baixa (Fletcher
et al., 1981). O DNA mitocondrial (mtDNA), por ser altamente polimérfico, foi utilizado
como marcador de variabilidade em S. mansoni comprovando ser uma boa ferramenta para
identificar diversidade entre diferentes clones de uma mesma cepa e dentro do género
Schistosoma (Despres et al., 1991).

A variabilidade genémica em Schistosoma foi também analisada com marcadores
de DNA ribossomal (rDNA) e com marcadores do tipo polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP). As analises de variabilidade utilizando esses marcadores
sugerem que em populacdes naturais existe mais heterogeneidade que em populacdes
mantidas em laboratorio (Vieira et al., 1991). Dias-Neto e colaboradores (1993) utilizaram
a analise de polimorfismos de DNA amplificados aleatoriamente (RAPD) para analisar a

variabilidade de cepas de S. mansoni mantidas em laboratério. Os resultados deste trabalho




mostraram que existe um alto grau de similaridade genémica entre as cepas estudadas.
Outros trabalhos utilizando os marcadores RAPD foram também usados no estudo da
variabilidade genética de S. mansoni (Barral et al., 1993; Sire et al., 1999). A variabilidade
genémica de cepas de campo foi, posteriormente, comparada a variabilidade de cepas de
laboratério utilizando o mesmo tipo de marcador RAPD. Foi possivel observar neste
trabalho que existe maior homogeneidade genética em cepas de S. mansoni mantidas em
laboratdrio que entre cepas de campo (Pinto et al., 1997). As diferencas genéticas entre
cepas de S. mansoni de areas endémicas do Egito, sensiveis e resistentes a Oxamniquine ou
PQZ foram analisadas utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD e SSR-repeticGes
de sequéncias simples. Os resultados destas andlises indicam que é possivel diferenciar
cepas sensiveis e resistentes a droga, com o uso de marcadores moleculares do tipo RAPD
e SSR (Tsai et al., 2000).

Os marcadores do tipo polimorfismos de base Unica os SNPs, representam uma
fonte abundante de polimorficos entre alelos de um determinado gene, podendo estar
presentes em quase todos os loci génicos. Devido a maior abundancia e estabilidade sdo
muito informativos quando comparados aos microssatélites. Entretanto, ainda ndo foram
identificados muitos marcadores deste tipo em Schistosoma mansoni.

Devido a facilidade de identificacdo de microssatélites em banco de dados, varios
loci de microssatélites foram identificados em S. mansoni. Este marcador tem mostrado

alto poder informativo no estudo de populagdes.

1.3.1 Os marcadores moleculares — Microssatélites

Microssatélites sdo pequenas seqiiéncias de DNA constituidas normalmente de 1
a 6 pares de bases, repetidas uma ap0s a outra (Figura 2). Estas repetices sao distribuidas
aleatoriamente pelo genoma de eucariotos, sendo também observadas em procariotos, virus
e DNA de organelas. Os microssatélites sdo também conhecidos como repeti¢cbes de
sequéncias simples (SSR), sequéncias curtas repetidas em tandem (STR) ou seqléncias
polimorficas que tém sido utilizadas com sucesso para mapeamento humano e também de
outros genomas (Ashley & Dow, 1994). A ampla distribuicdo dos microssatélites e o alto
grau de polimorfismo facilitaram a construcdo de mapas genéticos em humanos (Dietrich
etal., 1994; Dib et al., 1996).
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Figura 2- Esquema de uma regido de microssatélites com uma repeticdo de nucleotideos

(ATTs) e sequiéncias flanqueadoras utilizadas para o desenho de iniciadores.

Os polimorfismos observados nos microssatélites sdo devidos a uma variacdo no
nimero de unidades de repeticdo (Tauts, 1989; Weber & May, 1989). Os principais
mecanismos moleculares responsaveis pela geracdo da variabilidade nos microssatélites
sdo o0 deslizamento das fitas do DNA durante a replicacdo (DNA slippage) e a
recombinacdo desigual. Durante a replicacdo pode ocorrer um erro no alinhamento das
fitas, apds o realinhamento em locais errados podera haver a formacdo de uma alca. Se a
alca formada estiver na fita molde, ocorrerd uma contracdo do microssatélite. Se estiver na
fita nascente, haverd uma expansdo do microssatélite (Figura 3). Experimentos in vitro
demonstraram que 0 DNA slippage ocorre em taxas muito altas. Apesar disso, as taxas de
mutacBes em microssatélites sdo menores devido aos sistemas de reparo de pareamento
que podem diminuir a taxa de mutacdo em microssatélites de 100 a 1000 vezes (Schotterer,
2000). A recombinacdo desigual pode ser outro mecanismo responsavel pelo polimorfismo
em microssatétites. Esta recombinacdo € resultado do desalinhamento durante o
pareamento de regides repetidas em tandem. Como resultado deste desalinhamento, uma
fita tem o0 numero de repeti¢des aumentado e outra fita 0 nimero diminuido em relagdo ao
presente nas fitas originais. Algumas evidéncias, como o fato de mutacdes em
microssatélites ndo variarem quando ocorrem mutagdes em genes responsaveis, por reduzir
a freqiéncia de recombinaces homologas, sugerem que a recombinacdo ndo € o principal
mecanismo de geracdo de polimorfismo em microssatélites (Levinson & Gutman, 1987;
Wierdl et al., 1997).
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Figura 3 — Esquema de formacéo de polimorfismo em microssatélites (DNA Slippage). O
deslizamento das fitas de DNA durante a replicacdo pode levar a formacdo de uma alga na
fita molde ou na fita nascente, que resulta na contracdo ou expansdo do numero de

elementos repetitivos.




A variedade de alelos em microssatélites presentes em uma populacéo é grande o
suficiente para determinar um alto grau de discriminacédo entre os individuos na populagao
quando multiplos loci de microssatélites sdo examinados (Ferreira et al., 1996).

Os microssatélites sdo estaveis e possuem expressdo co-dominante, ou seja,
ambos alelos de um individuo heterozigoto sdo visualizados experimentalmente. Além
disso, sdo altamente multialélicos porque podem detectar e discriminar todos alelos por
locus em uma populacéo (Ferreira et al., 1996).

A classificagdo dos microssatélites pode ser feita, de acordo com Weber (1990),
da seguinte maneira: perfeitos quando existe somente um motivo Unico de repeticdo;
imperfeitos quando existem uma ou mais bases diferentes da repeti¢éo entre as unidades de
repeticdo e compostos quando existem dois motivos diferentes de repeticdo. Os motivos de
repeticdo podem ser formados por uma ou mais bases, sendo mononucleotideos,
dinucleotideos, trinucleotideos, tetranucleotideos, etc.

A freqliéncia de distribuicdo de microssatélites varia entre populacfes de uma
espécie e entre espécies. No genoma de mamiferos, o tipo de repeticdo mais abundante é
CA (Marx et al., 2000), enquanto que em S. mansoni 0 tipo mais abundante é AT
(Rodrigues et al., 2002a). A taxa de mutacdo nos microssatélites varia de 102 a 10 por
geracgdo (Schotterer, 2000). Vérios fatores, como o nimero de repeti¢des, tipo de repeticéo,
sequéncia flanqueadora e recombinagdo podem influenciar na taxa de mutagdo dos
microssatélites (Schotterer, 2000).

Os marcadores polimoérficos do tipo microssatélites estdo sendo amplamente
utilizados em parasitologia. O uso de microssatélites como marcadores moleculares foram
descritos em protozoarios, algumas espécies de vetores e em helmintos (Barker, 2002). Em
protozoarios, 0s microssatélites sdo comuns e amplamente distribuidos como em outros
eucariotos. Microssatélites com repeticdes do tipo dinucleotideos e trinucleotideos foram
identificados no genoma de Leishmania (Rossi et al., 1994) e, em seguida, foram utilizados
com o objetivo de discriminar todas as espécies de Leishmania do subgénero Viannia
(Russel et al., 1999). Os microssatélites foram também utilizados em Trypanossoma cruzi.
Estudos de T.cruzi, utilizando estes marcadores, demonstraram que a reproducdo sexual
neste parasito € rara ou quase ausente e que a estrutura da populagéo é clonal. Oliveira e
colaboradores (1998) demonstraram a existéncia de populacdes de T. cruzi multiclonais em
isolados de ndo-humanaos.

Projetos de sequénciamento genémico indicam que o0s microssatélites sdo

abundantes no genoma de Plasmodium falciparum (Su & Wellems, 1996). Estes




marcadores sdo, desde entdo, usados em estudos de genética de populacbes e
epidemiologia de malaria. Os microssatélites em Plasmodium falciparum mostraram ser
especie especificos (Anderson et al., 1999). Em helmintos, os primeiros microssatélites
foram encontrados em sequéncias da subunidade do DNA ribossomal de Trichinella spp
(Zarlenga & Dame, 1992). Banco de sequiéncias de EST tem revelado microssatélites em
outros helmintos, como Haemonchus contortus, Strongyloides ratti, Trichuris trichiura e
outras espécies do género Schistosoma. Estes dados confirmam a presenca e potencial
utilidade de microssatélites para o estudo destes parasitos (Barker, 2002).

Em parasitos do género Schistosoma, varios loci contendo microssatélites
polimorficos foram identificados. Durand et al., 2000 isolaram e analisaram, quanto ao
nivel de polimorfismo, 33 loci de microssatélites de seqliéncias de banco de dados de S.
mansoni. Destes microssatélites, 11 loci foram polimérficos com 2 a 8 alelos por locus.
Blair et al., 2001 isolaram e caracterizaram 10 loci polimdrficos de microssatélites de
seqiiéncias de DNA gendmico de S. mansoni, isolados da Africa. Com estes marcadores,
vinte individuos de trés populagdes africanas foram analisados e demonstraram ter alta
variabilidade tanto entre individuos quanto entre populacdes. Bibliotecas de sequéncias
genbmicas de S. mansoni foram usadas para a identificagdo de cinco loci de
microssatélites. Estes loci foram descritos e caracterizados em populaces de S. mansoni
de cinco isolados brasileiros. Os marcadores isolados apresentaram polimorfismo de 5 a 8
alelos por locus (Curtis et al., 2001). Estes mesmos loci foram também utilizados na
analise da variabilidade genética de outras espécies de Schistosoma (Curtis et al., 2001).
Curtis et al. (2002) demonstraram, através de microssatélites, que a diferenciacdo genética
de S. mansoni é moderada quando diferentes localidades sdo definidas como
subpopulacBes. Quando as subpopulacbes sdo definidas em diferentes hospedeiros
humanos, a diferenciacdo genética € grande. Sequéncias de DNA de bancos de dados
também foram utilizadas na identificacdo de seis loci de microssatélites por (Rodrigues et
al., 2002a). Quatro destes marcadores mostraram ser polimorficos (11 a 17 alelos por
locus). Estes marcadores foram usados para fazer a analise da estrutura genética
populacional de cepas de S. mansoni de campo e laboratério. As amostras de S. mansoni
coletadas em campo tém maior variabilidade genética que amostras de laboratério. A
diversidade genética de S. mansoni também foi estudada, com o uso de microssatélites, em
cepas laboratorio e de campo por Stohler e colaboradores. Este trabalho demonstrou que
existe grande diferenca entre cepas de campo e laboratorio quanto a variabilidade genética.

Corroborando aos achados de Rodrigues et al (2002a), as cepas de campo apresentaram




maior numero de alelos que as cepas de laboratorio. Apds a pesquisa de microssatélites em
16.000 sequéncias de ESTs e 42.000 sequéncias de BAC, foram desenhados e testados,
quanto ao polimorfismo, 55 pares de iniciadores (Rodrigues et al., 2000b). Atualmente,
estes iniciadores estdo sendo utilizados na andlise da estrutura genética de populacdes de S.
mansoni de areas endémicas (dados do laboratério ainda ndo publicados). Recentemente,
foram estudadas no Laboratorio de Parasitologia Celular e Molecular (CPgRR-Fiocruz),
uma cepa de S. mansoni resistente a Oxamniquine-Map e a cepa LE sensivel a mesma
droga. Os resultados deste trabalho indicaram que existem diferencas significativas entre
estas duas cepas e que marcadores moleculares polimérficos do tipo microssatélites podem
ser utilizados para distinguir cepas resistentes a drogas (dados ndo publicados).

Além de serem utilizados na analise da variabilidade genética de populacdes de S.
mansoni, 0s microssatélites estdo sendo utilizados na analise da distribuicdo e
comportamento do parasito. O modo de acasalamento entre vermes machos e fémeas de S.
mansoni em condic¢des naturais foi analisado por Prugnolle et al. (2004), utilizando 7 loci
de microssatélites. Os resultados deste trabalho indicam que vermes machos e fémeas
parecem acasalar-se aleatoriamente. Este tipo de analise é de grande importancia para
verificar o papel do sistema de acasalamento na manutencdo e distribuicdo das variagdes
genéticas (Prugnolle et al., 2004). A correlagdo entre heterozigosidade e o tamanho do
clone de vermes fémeas de S. mansoni foi determinada com marcadores moleculares
microssatélites (Prugnolle et al., 2004). A estrutura genética de S. mansoni e de dois de
seus hospedeiros, Rattus rattus e Biomphalaria glabrata, foi determinada com
microssatélites. Os dados da variabilidade genética de S. mansoni e de seus hospedeiros
sugerem que a migracdo do parasito € determinada principalmente pelo hospedeiro
vertebrado. Ratos e moluscos estdo localmente adaptados a seus parasitos (Prugnolle et al.,
2005). A caracterizacdo da estrutura genética de populacdes de parasitos e hospedeiros e a
estimativa do fluxo génico entre populagdes sdo essenciais para entender as interagoes

coevolutivas entre hospedeiros e parasitos (Prugnolle et al., 2005).




1.4 O uso de drogas no controle da esquistossomose

A utilizagéo de drogas no controle da esquistossomose, apesar dos altos indices
de reinfeccdo em areas endémicas, € ainda uma medida eficiente. As drogas sdo de vital
importancia ndo somente para o tratamento da infeccdo e controle da morbidade, mas
também para o controle da transmissdo (Savioli et al.,, 2004). Para o controle de
esquistossomose, as drogas recomendadas a Organizacdo Mundial de Saude sdo o uso do
praziquantel e oxamniquina (WHO, 1995).

Na década de 80, a oxaminiquina (OXA) foi muito usada para o tratamento em
massa da esquistossomose (Katz, 1980). O principal mecanismo de acdo da OXA estd
relacionado com a sua capacidade de inibir a sintese de acidos nucléicos. A esterificacao
da droga pela enzima sulfotransferase produz compostos eletrofilicos capazes de alquilar o
DNA e outras moléculas do parasito (Cioli, 1993). A OXA é uma droga com excelente
eficacia esquistossomicida. Porém, ndo apresenta atividade contra as todas espécies de
Schistosoma de importancia médica (Foster, 1987) e tem um custo elevado. Devido as
desvantagens citadas acima, a OXA, vem sendo gradualmente substituida pelo PZQ para o

tratamento da esquistossomose.

1.4.1 Praziquantel

O praziquantel (PZQ) é a droga escolhida pela Organizacdo Mundial da Saude
para o tratamento em massa, por ser efetivo contra todas espécies de Schistosoma que
infectam o0 homem, apresentar alta taxa de cura, toxidade baixa, nenhum risco genotoxico e
atualmente ter baixo custo. O PZQ (Figura 4) é um p6 de cor branca derivado de pirazino-
isoquinolina, de gosto amargo, estavel em condices normais. E praticamente insolvel em
agua, soluvel em etanol e em alguns solventes organicos, como o cloroformio. O PZQ é
uma mistura racémica, constituida dos isbmeros levogiro e dextrogiro, o enantidmero (-),
levdgiro, é a Unica forma com atividade esquistossomicida reconhecida in vivo e in vitro
(Andrews et al., 1983; Xiao et al., 1999). E uma droga de amplo espectro de acéo, ha uma
boa resposta contra Cestodeos e Trematodeos, enquanto que os Nematodeos ndo sao
afetados (King & Mahmoud, 1989). O pico de acdo de PZQ ocorre 1-2 horas apos o
tratamento. A sua eliminacédo é feita através da urina e fezes, sendo que mais de 80% da

droga € eliminada ap0s 24 hs (Steiner et al., 1976).
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Figura 4- A estrutura quimica do praziquantel . O enantidmero (-) levégiro.

A associacdo de diferentes drogas pode ser uma alternativa para a melhoria da
terapéutica de varias doencas. Estudos de associacdo de PZQ com a cimetidina, um
inibidor de citocromo P45 € antagonista do receptor H, da histamina, tém demonstrado que
a cimetidina aumenta a biodisponibilidade de PZQ (Jung et al., 1997 e 1998; Olds et al.,
1999). Por possuirem diferentes mecanismos de acao, espera-se que a associa¢do de PZQ
com oxaminiquina tenha um efeito complementar (Delgado et al., 1992). Varios autores
tém avaliado a eficicia da associacdo OXA e PZQ no tratamento da esquistossomose. A
utilizacdo dessas drogas conjuntamente demonstrou ter pouca toxidade. Porém, apresentam
menor eficacia quando comparado ao uso de cada droga isoladamente (Gryscheck et al.,
2004). No entanto, a associagdo de 100 mg/kg de PZQ com 200 mg/kg de OXA
demonstrou ser mais eficiente na eliminacdo completa de parasitos que ao se empregar
tratamentos um dnico tratamento com 400mg/kg de PZQ. A associagéo entre drogas pode
ser um recurso eficaz para retardar ou evitar o aparecimento de resisténcia (comunicagao
pessoal).

A alteracdo da biodisponibilidade de PZQ est4 sendo relacionada com fatores
como a alimentagdo, pois existe o aumento desta biodisponibilidade de PZQ apés as
refeicbes (Massmirembwa et al., 1994). A ingestdo de drogas como cloroquina,
antiepiléticos e corticoesterdides podem causar a diminui¢do da biodisponibilidade de PZQ
(Jung, 1998).




O tratamento com PZQ é feito por via oral, com dose Unica, com dosagem
recomendada para o tratamento em larga escala de 40 a 60 mg/Kg. O seu uso é de grande
efeito. O percentual de cura contra 0 S. mansoni € de 60 a 90%, causando a reducdo do
numero de ovos de 90 a 95%, dependendo do nivel da infeccdo (Silva et al., 1997). Esta
droga é efetiva em pacientes de todas as idades e em diferentes formas clinicas da
esquistossomose, incluindo casos hepatoesplénicos (Bassily et al., 1985). A eficacia do
PZQ depende da idade e sexo do parasito, formas imaturas e vermes fémeas sdo menos
sensiveis a PZQ (Pica-Mattocia & Cioli, 2004).

A maior desvantagem de PZQ ¢é a sua baixa eficacia contra as formas imaturas de
Schistosoma (Gryssels et al., 2001). Algumas alternativas tém sido propostas para
solucionar este problema como a associacdo de PZQ com artemether, droga ativa contra as
formas imaturas do parasito. Outra alternativa é a modificacdo no tratamento com PZQ,
que devera ser usado em duas doses espacadas por trés semanas e, apds a segunda dose, é
feito 0 exame parasitoldgico (De Clercq et al., 2000).

Os principais efeitos colaterais associados ao PZQ séo dor de cabeca, nausea,
vomito, dores abdominais e diarréia. A frequéncia e a severidade dos efeitos colaterais de
PZQ estdo diretamente correlacionadas com a intensidade da infeccdo (Polderman et al.,
1984). O tratamento de mulheres gravidas ainda é um assunto em debate. A agéncia que
controla e libera os medicamentos nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug
Administration), classificou 0 PZQ, no que se refere a gravidez, como presumidamente
segura, baseado em estudos animais. Olds (2003) propde que mulheres gravidas sejam
tratadas. Para aquelas que estejam amamentando, o autor sugere a interrupcdo da
amamentacdo por 48 horas. A organizacdo Mundial da Saude (2002) sugere que O
tratamento com PZQ seja feito em mulheres gravidas e lactantes.

Os mecanismos moleculares de acdo de PZQ ndo sdo bem conhecidos (Cioli,
2000). Alguns efeitos no parasito, como aumento da atividade muscular, seguido de
contracdo e paralisia do verme e destruicdo do tegumento, foram associados ao tratamento
com PZQ. As alteracbes morfologicas decorrentes da administracdo de PZQ sdo
acompanhadas do aumento da exposicao de antigenos do parasito (Harnett & Kusel, 1986).
Alguns destes antigenos foram identificados e parecem estimular a resposta imune do
hospedeiro, que € necessaria para a completa atividade de PZQ (Fallon et at., 1997,
Brindley et al., 1989). A membrana dos vermes afetados parece ser alvo primario de acédo
de PZQ, causando o aumento da permeabilidade da membrana para certos cations mono e

divalentes, particularmente o Ca®*. O influxo de célcio ndo é devido ao transporte direto




pelo PZQ, ja que esta droga ndo atua como ionoforo (Pax et al., 1978; Blair et al., 1992). A
contracdo muscular e destruicio do tegumento do parasito causada por PZQ requerem Ca**
extracelular (Xiao et al., 1995). A destruicdo do tegumento do parasito, com um ativo
mecanismo de defesa do hospedeiro levam a destruicdo dos vermes (Fallon et al., 1992;
Brindley, 1994). Vermes afetados desprendem dos tecidos do hospedeiro resultando em
um deslocamento do parasito para o figado, onde ocorrem reagdes inflamatorias, com
conseqiiente eliminacdo do parasito. O PZQ produz também mudancas bioquimicas, mas
estas mudancgas parecem ser uma acao secundaria seguida da acdo primaria tegumental
(Andrews, 1985; Wiest et al., 1992).

As observacbes de que, tanto a contragdo muscular quanto a destruicdo do
tegumento do parasito sdo calcio dependente, levou Blair et al., 1992 a sugerir que 0s
canais de calcio possam ser possiveis alvos de acdo de PZQ. Tais canais sdo essenciais
para a fisiologia e homeostase deste parasito. Estes canais s&o sitios criticos para entrada
de célcio, exibindo, entdo, um importante papel na regulacdo dos niveis de caélcio
intracelular. Os mecanismos que levam a destruicdo da homeostase de Ca** por PZQ néo
sdo conhecidos. Os canais de Ca®* consistem de um poro formado de subunidades-
protéicas oy associadas a outras subunidades que modulam a atividade do canal. As
subunidades auxiliares associadas com o s80 a o,/3, p e y. Estas proteinas sdo importantes
moduladores das propriedades da subunidade o;. As subunidades p (Ca/fs) sdo
componentes intracelulares do complexo de canais de Ca®*. Elas participam de muitas
propriedades biofisicas do canal e quando co-expressas com subunidades o, aumentam a
forca de ligacdo e a densidade corrente de Ca?*. As subunidades p dos canais de calcio de
S. mansoni parecem ter estruturas diferentes de outras subunidades  conhecidas. Quando
coexpressas com subunidades o de células de mamiferos podem conferir sensibilidade a
PZQ (Kohn et al., 2001). Em sistemas heter6logos, entretanto, Valle e colaboradores
(2003) sequiénciaram o cDNA que codifica para as subunidades SmCa,3; e SmCa,3, de
cepas sensiveis e resistentes e ndo detectaram nenhuma diferenca significativa nas
sequéncias destas subunidades. Muta¢cdes na subunidade [ dos canais de calcio ou
diferencas na expresséo de genes que codificam estes canais parecem estar relacionadas
com pelo menos um dos mecanismos de resisténcia ao PZQ. O nivel de mRNA que
codifica para as subunidades SmCa,[3; e SmCa,f3; de varias cepas de diferentes estagios de
desenvolvimento foi analisado por northern blot, ndo tendo sido observadas diferencas na
expressao destas subunidades. A auséncia dos sitios de fosforilagdo PKC nas subunidades

B e a presenca destes sitios em outras subunidades que ndo estdo correlacionadas com a




sensibilidade ao PZQ, em sistemas heter6logos (Kohn et al., 2003a; Kohn et al., 2003b),
nos mostra que ainda sdo necessarios maiores estudos para avaliar o possivel envolvimento
da subunidade B dos canais de calcio nos mecanismos de resisténcia a PZQ. Portanto, o
mecanismo de acdo do PZQ ainda ndo é totalmente conhecido e a resisténcia pode

envolver diversos mecanismos (Greenberg, 2005).

1.5 A resisténcia a drogas esquistossomicidas

Apesar da disponibilidade de drogas de alta eficacia e baixa toxidade, como
OXA e PZQ, ja foram relatados casos de resisténcia a drogas, e a reinfec¢do ainda é um
grande problema no controle desta doenca. Os principais fatores que podem levar ao
desenvolvimento de resisténcia a drogas sdo o tratamento de apenas uma parte da
populagéo infectada, tratamentos em intervalos de tempo muito grandes, mudancas da
dosagem da droga utilizada por um programa de controle e o tratamento com doses nédo
curativas (Silva et al., 1997).

Resisténcia a drogas pode ser definida como a diminuicdo permanente ou
transitoria da sensibilidade dos organismos a efeitos de drogas que interferem nas suas
funcBes vitais. A resisténcia aparece nos descendentes dos parasitos que apresentaram
resposta quimioterapica diminuida. A tolerancia a drogas ndo deve ser confundida com a
resisténcia, esta ocorre quando um parasito que nunca havia tido o contato com a droga
apresenta diminuicao na resposta terapéutica (Coles et al., 1986).

As primeiras observacfes de que certos parasitos podem ser resistentes a drogas,
foram feitas estudando-se Trypanosomas. Outras observacdes foram feitas em diversos
organismos como virus, fungos, bactérias, protozoarios, vermes e alguns artrépodes
(Cowman, 2001; Cortese et al., 2002; Wootton et al., 2002). Os mecanismos de resisténcia
a drogas em muitos organismos sao freqiientemente similares. Os mecanismos de escape
da acdo de drogas mais comuns sdo: diminuicdo na captacdo da droga pela ceélula,
diminuicdo ou inativacdo da droga apds a sua entrada, alteragdo da formacao do complexo
alvo-droga, excluséo da droga para o exterior da célula e maior eficiéncia do reparo de
DNA. Os mecanismos de ativagdo da droga podem ser suprimidos ou perdidos. A
interacdo da droga com o alvo pode ser menos efetiva devido ao aumento da competigédo
pelo substrato ou pela alteracdo do alvo. Estudos dos mecanismos de resisténcia a drogas
podem nos ajudar na identificacdo de organismos resistentes antes do tratamento. Medidas

de prevencdo de resisténcia, como 0 uso racional de drogas e utilizacdo de combinagdes de




drogas para minimizar o desenvolvimento de resisténcia sdo necessarias para evitar
problemas graves, como a resisténcia de Plasmodium falciparum a cloroquina (Quellette et
al, 2001). Em algumas partes do mundo, P. falciparum, o agente responsavel pela forma
mais severa da malaria, tem se tornado resistente a todos os agentes antimalaricos (White,
1998; Warhurst, 1999). A resisténcia a cloroquina estd relacionada ao réapido influxo e
baixo acimulo da droga em parasitos resistentes (Krogstad et al., 1987). O fendtipo de
resisténcia a cloroquina esta associado com 0s genes de resisténcia a maltiplas drogas
(MDR) observados, também, em células tumorais. Os genes MDR estdo associados a uma
superexpressdo de uma fosfoglicoproteina de membrana (PGP) que funciona como uma
bomba de efluxo de drogas, dependende de ATP, que reduz o acimulo de compostos
citotoxicos dentro da célula (Biedler, 1992). Existem, entretanto, outros mecanismos de
resisténcia a drogas que nao estao relacionados com genes MDR (Weellens, 1990).

Em relagdo a esquistossomose, desde a década de 70 foi relatada resisténcia a
oxamniquina de cepas de campo e de laboratério. Em 1971, Rogers e Bueding
demonstraram, pela primeira vez, a existéncia de uma cepa de S. mansoni resistente a uma
droga esquistossomicida. (Araujo et al., 1980; Silva et al., 1997; Bonesso-Sabadini &
Souza Dias, 2002). Trabalhos publicados recentemente registraram a ocorréncia de
resisténcia ao PZQ em algumas cepas de S. mansoni isolados da Africa e do Brasil. No
entanto, estes resultados séo controversos (Fallon et al., 1995; Tsai MH et al., 2000, Liang,
Y.S et al., 2001; William et al., 2001; Bonesso-Sabadini et al., 2002). Alguns autores
consideram que a diminuicdo da eficiéncia desta droga seja devido a alta intensidade de
infeccdo ou a diferentes condi¢des imunolégicas do hospedeiro, e ndo ao aparecimento de
vermes resistentes (Gryseels et al., 2001, Anthony & Sake, 2002 ).

Protocolos para medir a dose de PZQ necessaria para matar 50% de parasitos
(ED50) tém sido usados para monitorar a resisténcia a droga em cepas de campo. A
susceptibilidade de cepas de campo brasileiras as drogas OXA e PZQ tém mudado.
Quando os resultados de ED50 da cepa brasileira Ouh de S. mansoni sdo comparados a
outros resultados de ED50 em cepas de campo, é possivel observar que a susceptibilidade a
droga de cepas de S. mansoni tem diminuido (Bonesso-Sabadini & Souza Dias, 2002). A
ED50 foi também avaliada em nove isolados de Schistossoma. Desses isolados, quatro
foram selecionados porque nunca haviam tido contato com PZQ. Cinco outros isolados
foram selecionados porque ja haviam apresentado resisténcia induzida a PZQ ou
apresentaram resisténcia a esta PZQ no campo. Os resultados destas analises indicam que

isolados de S. mansoni diferem quanto a susceptibilidade a PZQ e que a diminui¢édo da




susceptibilidade a droga pode estar relacionada ao contato prévio do parasito com PZQ
(Cioli et al., 2004).

Fallon et al. (1994) utilizando isolados de um pool de cercarias de regides
geograficas diferentes demonstraram experimentalmente, que a resisténcia a drogas em S.
mansoni pode ser induzida com doses sub-curativas de OXA ou PZQ. Apds de passagens
do parasito, em camundongos, foi possivel observar resisténcia a PZQ em 93% dos
vermes. Ndo houve resisténcia cruzada ao PZQ com OXA. Este trabalho foi o primeiro a
demonstrar que a resisténcia a PZQ pode ser induzida experimentalmente e pode ter
implicacdes se observadas no campo.

Alguns autores demonstraram a importancia de fatores genéticos do parasito na
determinacdo da resisténcia ou susceptibilidade a drogas. Os RFLPs com uma sonda de
gene ribossomal, foram correlacionados com o aparecimento de resisténcia ao hycantone
em S. mansoni (Brindley et al., 1991). Vieira e colaboradores (1991) utilizando a mesma
técnica, ndo encontraram correlacdo de polimorfismos com a resisténcia a OXA. A
resisténcia a OXA ¢ caracterizada pela perda da enzima ativadora da sua acdo a
sulfotransferase. Esta enzima esta presente apenas em vermes sensiveis (Pica- Mattocia et
al., 1993). Cioli e colaboradores (1992) sugerem que o fen6tipo de resisténcia a hycantone
(similar a Oxamniquina) esta relacionado apenas a um gene autossémico recessivo.
Entretanto, estudos de modelos de selecdo de resisténcia a anti-helmintos tém mostrado
que a resisténcia em helmintos é geralmente determinada por mais de um gene dominante
(Bennett et al. 1997).

Estudos de modelos de sele¢cdo com drogas onde o tratamento da populacdo é
feito normalmente com pequena persisténcia e baixa eficacia sugerem que ocorre a selecdo
de genes de resisténcia em uma populacdo de individuos susceptiveis. O processo de
selecdo ocorre em 3 fases: na fase inicial do processo de selecdo é comum encontrar dentro
da populacéo, individuos susceptiveis a droga. Em seguida, individuos heterozigotos para
fenotipo de resisténcia sdo comuns. No final da selecdo predomina na populacéo,
individuos homozigotos para o fenétipo de resisténcia (Bennet et al., 1997). Em uma cepa
de S. mansoni com resisténcia a hicantone induzida, foi observado que a selegéo levou a
diminuicdo dos alelos que determinam a susceptibilidade a droga (Gray, 1992). A
populacdo selecionada era geneticamente heterogénea e sugere que ndo existe a
necessidade de que alelos de resisténcia sejam incluidos por um evento mutacional. A
dominéancia dos genes de resisténcia a droga em S. mansoni foi relatada posteriormente,

por Liang et al. (2003). Até o momento ndo foram identificados marcadores geneticos de




resisténcia de S. mansoni ao PZQ. Existe muito pouco conhecimento sobre a genética de
resisténcia ao PZQ

Diante de tantas questBes ainda ndo esclarecidas sobre a resisténcia a PZQ é
proposto, neste trabalho, revelar possiveis modificacdes ocorridas na estrutura genética de
uma populagdo de S. mansoni sob o efeito do tratamento com PZQ. Para avaliar este efeito
sera selecionada uma cepa de S. mansoni com resisténcia a PZQ induzida. As
conseqiiéncias da selecdo com PZQ sobre a estrutura genética da populacdo serdo avaliadas
com o uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites. A disponibilidade de
maracadores moleculares de grande polimorfismo como os microssatélites, fornecem hoje
uma ferramenta importante para o conhecimento da biologia do parasito. Estes estudos
podem auxiliar na descoberta de cepas ou populacbes de S. mansoni sensiveis e resistentes
a drogas e a identificacdo de genes de interesse por estudos de ligacdo. A cepa resistente
selecionada serd util para futuros estudos de mecanismos de resisténcia e também seré

utilizada para a comparacéo dos niveis de sensibilidade de isolados de campo.




2. OBJETIVOS




2.1 Objetivo Geral:

Analisar a estrutura genética da cepa LE de Schistosoma mansoni que sofreu
pressdo seletiva com praziquantel, através do uso de marcadores moleculares

microssatélites.

2.2 Objetivos especificos:

¢ Induzir a selecdo de S. mansoni a resisténcia através da pressdo com PZQ.

e Auvaliar o impacto da pressdo com PZQ na estrutura genética de populagdes de S.

mansoni induzidas e ndo induzidas a resisténcia.

e Avaliar o efeito de PZQ na variabilidade genética de vermes machos e fémeas.

e Auvaliar aspectos parasitologicos de populacdes de S. mansoni da cepa LE, antes e

apos a inducao de resisténcia a PZQ.




3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepa Utilizada:




Neste trabalho, utilizamos a cepa LE de S. mansoni. Esta cepa foi isolada de um
paciente residente em Belo Horizonte e esta sendo mantida no Laboratério de Malacologia
do CPgRR ha mais de 35 anos, através de sucessivas passagens em moluscos da espécie
Biomphalaria glabrata e camundongos albinos da espécie Mus musculus (Pellegrino &
Katz, 1968).

3.2 Infeccdo de Moluscos:

Para manutencéo do ciclo de S. mansoni foram utilizados moluscos da espécie
Biomphalaria glabrata (Figura 5). Estes caramujos sdo originarios de exemplares
capturados em Belo Horizonte (Pellegrino & Katz, 1968).

Para obtencdo de miracidios para a infeccdo de caramujos, camundongos
infectados com S. mansoni foram perfundidos e seus figados foram coletados para serem
utilizados na obtengédo de ovos do parasito (Pellegrino & Katz 1968, com modificacoes).
Os figados foram triturados em um liquidificador contendo solucéo salina de NaCl 0,85%.
O material triturado foi filtrado em gaze, dobrada em quatro, e colocado em um calice de
decantacdo na auséncia de luz. Apds sucessivas lavagens do material em &gua desclorada,
0 sobrenadante foi desprezado e o sedimento contendo os ovos foi colocado em placas de
Petri contendo &gua desclorada a temperatura de 28°C, com luz artificial, até a eclosdo dos
miracidios.

Para a infeccdo de moluscos em massa foi utilizado um cristalizador, onde foram
colocados 100 moluscos Biomphalaria glabrata em uma suspensao contendo cerca de 10
miracidios por molusco. Os moluscos permaneceram nesta suspensao durante 6 horas, sob
luz artificial, e depois foram transferidos para aquarios contendo 19 L de agua, com
sistema de agua corrente durante 8 horas por dia, aeracdo constante e temperatura
controlada de 27 + 1°C.

Trinta dias ap0s a exposi¢cdo aos miracidios, os caramujos foram examinados
individualmente afim de realizar uma selecdo dos que eliminaram cercarias. Caramujos
positivos foram colocados em um béquer e, entdo, expostos a luz durante
aproximadamente 2 horas para a eliminacdo de cercérias. Apos a exposi¢do a luz, foi
realizada a contagem de cercérias para a infeccdo de camundongos (Pellegrino & Katz,
1968). Uma aliquota de dgua contendo cercérias foi retirada de um béquer e distribuida em
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Figura 5- O ciclo de Schistosoma mansoni em camundongos.

Camundongos foram infectados com cercérias da cepa LE. Apds 30 dias do primeiro tratamento 0s
camundongos foram perfundidos e, entéo, retirados os vermes adultos e os ovos dos figados para
obtencdo de miracidios. Os miracidios obtidos dos ovos infectaram caramujos que, apés 30 dias,

liberaram cercarias. Um novo ciclo é entdo iniciado.




uma placa escavada para realizar contagem das cercarias. As cercarias foram mortas com
Lugol e contadas com o auxilio de uma lupa. As aliquotas a serem usadas na infeccao de
camundongos foram ajustadas a fim de se obter o equivalente a 200 cercérias, em um

volume de aproximadamente 0,2ml.

3.3 Infeccéo e tratamento de Camundongos:

Para a infeccdo, foram utilizados camundongos suigos albinos (Mus musculus)
fémeas, com aproximadamente 45 dias de vida. Os camundongos foram infectados
individualmente, no dorso, por via subcutdnea com aproximadamente 200 cercérias cada
um. Para realizar o tratamento, os camundongos foram pesados e divididos em grupos de
20 animais cada. Com o auxilio de um gral e pistilo, os comprimidos de PZQ foram
macerados para a obtencdo do medicamento em p6. A dose do medicamento foi ajustada
por quilo de peso, de acordo com cada grupo experimental. Os fatores de correcao foram
calculados em funcédo da quantidade de principio ativo de cada comprimido. O PZQ em pé
foi pesado em balanca analitica, ressuspendido em &gua e administrado por via oral com o

auxilio de seringa e agulha propria para gavagem.

3.4 Perfusédo e Coleta dos vermes:

Quarenta e cinco dias ap6s a infeccdo dos grupos controle e 30 dias ap6s o
primeiro tratamento dos grupos experimentais, os camundongos foram sacrificados por
fratura cervical. Os camundongos dos grupos nao tratados foram sacrificados 45 dias apds
a infecgéo para evitar a perda de animais por mortalidade.

Aberta a cavidade peritoneal, foi feita a ligadura da veia renal. Para permitir a
recuperacdo dos vermes, foi feita a seccdo da veia porta. Com o auxilio de uma agulha
acoplada a um pipetador automatico, foi injetada solugdo salina a 0,85% heparinizada na
aorta descendente, procedendo-se a perfusdo das veias mesentéricas e coleta dos vermes ali
presentes. A perfusdo do figado foi feita através da injecéo de salina 0,85% heparinizada,

ne






LEi — Grupo de camundongos infectados com a cepa LE de S. mansoni, utilizado no
processo de indugdo de resisténcia a PZQ. Os ovos dos figados dos camundongos obtidos a
cada ciclo de vida do grupo LEi foram utilizados na manutencdo do ciclo da geragédo
seguinte (Figura 6). O grupo de camundongos denominado LEi foi infectado e selecionado
por pressdo de PZQ durante sete geracGes. O regime de tratamento com doses crescentes
de PZQ nas sete geragdes estd descrito abaixo :

Grupo LEi1% Primeira geragdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 2x 100mg/Kg de praziquantel, administrado 35 e 37 dias apds a infeccéo.
S. mansoni inicia sua postura de ovos com aproximadamente 31 dias de infec¢do. No
primeiro ciclo, a primeira dosagem deve ser realizada ap6s a producdo de ovos com o
objetivo de iniciar a pressdo com PZQ.

Grupo LEi2% Segunda geracgdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 2x 100mg/Kg de praziquantel, administrado 28 e 35 dias ap6s a infeccao.

Grupo LEi3% Terceira geragdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 2x 200mg/Kg de praziquantel administrado 28 e 35 dias ap06s a infeccéo.

Grupo LEi4% Quarta geracdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 2x 200mg/Kg de praziquantel administrado 28 e 35 dias ap06s a infeccao.

Grupo LEi5% Quinta geracdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 2x 250mg/Kg de praziquantel administrado 28 e 35 dias ap0s a infecgéo.

Grupo LEi6% Sexta geracdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 3x 300mg/Kg de praziquantel, administrado 28, 35 e 37 dias apds a
infeccao.

Grupo LEi7? Sétima geracdo de parasitas. Camundongos foram submetidos ao
tratamento com 3x 300mg/Kg de praziquantel administrado 28, 35 e 37 dias apos a
infeccdo.

Este protocolo de tratamento foi descrito por Fallon et al. (1994). A Unica
modificagéo feita foi durante a terceira geracdo, em que foram administradas duas doses de
200 mg/kg. No trabalho de Fallon et al. (1994) foi administrada, durante a terceira
geracdo, duas doses de 100 mg/kg. A modificacdo foi sugerida pelo Dr. Paulo Marcos com

0 objetivo de administrar, durante as duas primeiras geracfes, a mesma dosagem de PZQ.

LEi controle - Grupo de camundongos infectados com a cepa LEi com passagens
sucessivas e paralelas ao grupo experimental e ndo tratados. Este grupo foi analisado com

0 objetivo de avaliar a eficiéncia da infeccdo de S. mansoni em camundongos sem




tratamento, a cada passagem. O grupo LEi foi criado porque a partir dele foi feito as
andlises genéticas

LEi passagem - Grupo de camundongos infectados com a cepa original LE e néo tratados,
utilizado como controle do ciclo do parasito sem tratamento.

LE - Grupo de camundongos infectados com a cepa LE de S. mansoni e tratados, mas sem
passar pelo protocolo de indugéo de resisténcia. Este grupo foi analisado com o objetivo de
controlar a eficiéncia do tratamento com PZQ, comparar e avaliar a possivel inducdo de
resisténcia no grupo LEi. Estes camundongos foram infectados com parasitos da cepa LE,
durante sete geracdes, sempre obtida do estoque do moluscério e, entdo, submetidos aos
mesmos tratamentos de cada geracdo de LEi analisada.

LE controle - Grupo de camundongos infectados com a cepa LE sem tratamento. Este
grupo foi analisado com o objetivo de avaliar, a cada passagem, a eficiéncia da infeccéo de
LE em camundongos sem tratamento.

A cada geracao de S. mansoni estudada foram coletados 40 exemplares de vermes
adultos de cada grupo, sendo 20 machos e 20 fémeas. Estes vermes foram armazenados
individualmente em microtubos e congelados para posterior extracdo de DNA e andlise

genética.




3.6 Avaliacdo da atividade terapéutica:

Os vermes obtidos na perfusdo dos camundongos foram contados e avaliados
segundo a sua distribuicdo no mesentério e figado. O nimero de vermes mortos no figado
foi determinado através do esmagamento do 6rgédo entre duas placas de vidro, seguido de
exame sob uma lupa. Fragmentos do intestino delgado (aproximadamente 1cm) foram
retirados e esmagados entre ldamina e laminula para a deteccdo de ovos em seus variados
estagios evolutivos. Foram observadas, no minimo, duas laminas de fragmentos do
intestino de cada animal sacrificado para a verificacdo do oograma. Foi considerado
alterado 0 oograma que ndo apresentou ovos em um ou mais estagios imaturos, de acordo
com Pellegrino & Faria (1965).

3.7 Obtencdo de DNA

Para a obtencdo do DNA, os vermes individualizados foram digeridos em tampao
de extragdo composto de 50 mM Tris-HCI pH8.0, 100 mM EDTA, 100mM NaCl e 0,5 %
de SDS, com 20ug/ml de proteinase K, durante 12 horas a 37°C. Ap6s o periodo de
digestdo, os vermes foram colocados a 95°C para a desnaturagdo da proteinase K. Os
acidos nucléicos foram precipitados com etanol absoluto gelado, por 16 horas a -20°C, na
presenca de 0,3 M de acetato de sddio e centrifugados por 10 minutos a 13.000 rpm. Apds
a precipitacdo, o sedimento obtido foi lavado duas vezes com etanol 70%, gelado, para
remover os sais formados durante a precipitacdo. Apds a evaporacdo do etanol o DNA,
obtido foi ressuspendido em 30ul de tampdo TE e re-hidratando por 12 horas a 4°C. A
concentracdo do DNA foi determinada por leitura espectrofotométrica em um aparelho
Beckman DU-640 (Palo Alto, USA) a 260 e 280nm, sendo o grau de pureza das amostras

determinado pela relacdo da absorbancia 260/280 nm.

3.8 Iniciadores para PCR de microssatélites:

Foram selecionados seis iniciadores que amplificavam loci contendo pelo menos,
cinco alelos (Tabela 1). Os iniciadores que amplificam microssatélites foram obtidos no
Laboratorio de Parasitologia Celular do CPgRR, através da analise de seqiiéncias de S.
mansoni depositadas em bancos de dados e de bibliotecas gendmicas enriquecidas com

microssatélites (Rodrigues et al., 2002a). Os iniciadores foram sintetizados (Invitrogen-Sao




Paulo), sendo que um dos iniciadores de cada par foi marcado no final 5’com fluoresceina,

permitindo seu uso em analises no sequenciador automatico de DNA, A.L.F - Automatic

Laser Fluorescence (Pharmacia-LKB) e analise com o programa ALF Fragment Manager.

Tabela 1- Sequiéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento (TA), tipo de repeticdo do
microssatélite e faixa de possiveis tamanhos de fragmentos obtidos na amplificacdo de
microssatélites.

Iniciadores Seqiiéncia 5°- 3’ Repeticio Amplicons TA
1TTA ATTGGCGTCAGTAGAAGAGA (ATT) 11 146/176 60
*ATTCACCCATTGTCTTAAAACC
CCTTAACAGACATACACG
SMBR6 . ATACAGGCTATAATCTACA (CTD w0 247277 58
AACTAACATGATTATGATGAC
SMBRS  «CAT TTG AAA AAC AAA ACC GCA (ATT)7  448/478 58
ACAGCACCCGTCCGGAGG
13TAGA 1T AAAATTCATTCGAACTGAAG (GATA)10  443/483 60
GTCACAGATACCTGACGAGCTG
D003 .rcraTeTATCTCTACCCCACCCTATC — (CTAT 16 2147242 58
o5  GAATTACTGTCCCTTTATCTC AT, w084 58

*AAACTATTCATTACTGTCGGG

*Iniciador marcado com fluoresceina




3.9 PCR de microssatélites

Em cada reacdo de PCR foram utilizados dois pares de iniciadores. Nestas reacoes
foram realizadas a amplificacdo de fragmentos de DNA de vermes adultos das geracdes F;
a F7de cada grupo LE e LEi.

Para cada reagdo de PCR foram utilizados aproximadamente 2ng de DNA (2u),
0,5ul de Tag DNA polimerase (Invitrogen), tampédo da enzima fornecido pelo fabricante
(1,5 mM de MgCl,, Tris-HCI 10 mM pH=8,0, KCI 50 mM), 0,75 ul de KCI (0,5M),
10pmoles de cada iniciador e 0,6uL de dNTP 200 uM, para um volume total de reacéo de
15ul. A PCR foi realizada em termociclador Perkin Elmer modelo 2400, por 35 ciclos
consistindo de 3 min a 95°C para desnaturacdo, 1 min de anelamento a temperatura média
apropriada para cada par de iniciadores (Tabela 1), 30 seg a 72°C para a extensdo e 30 seg
a 95°C para desnaturacdo. O ciclo foi repetido por 35 vezes a partir do segundo passo e
terminado com 30seg a 72°C. Os tubos foram mantidos a 4°C apds o termino da reacao.

Ap6s a PCR, 3ul dos produtos de amplificacdo foram submetidos a analise por
eletroforese em géis de poliacrilamida a 8%. Para a observacdo dos produtos, 0s géis
foram fixados em 150 ml de solucéo de etanol a 10% (v/v) e 0,5% de acido acético (v/v), e
impregnados com nitrato de prata a 0,3%. Os geéis foram, entdo, lavados em &gua
deionizada e revelados em solugcdo aquosa de hidréxido de sédio 3% (p/v) com 0,5% de

formaldeido (v/v), até o aparecimento das bandas (Sanguinetti et al., 1994).




3.0.1 Determinacéo do tamanho dos alelos de microssateélites

Para a determinacdo do tamanho dos alelos dos microssatélites amplificados, 1ul
do produto da PCR foi desnaturado a 95°C por 3 min e submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% com 7M de uréia, utilizando-se tampéo de corrida TBE 0,6 X (1M de
Tris, 0,83 M de acido bérico e 10 mM de EDTA) em sequenciador automéatico de DNA
A.L.F - Automatic Laser Fluorescence (Pharmacia) por 3 horas. Também foram aplicados
no gel a cada 10 canaletas com amostras, 10 fmoles de um padrdo de peso molecular
fluorescente de 50 pb (Pharmacia) como referéncia de mobilidade dos fragmentos. Esta
metodologia permite a analise simultinea de até 36 amostras em cada corrida. Os
resultados obtidos foram analisados no programa Allelink (Pharmacia). O Programa
Allelink calcula o tamanho dos alelos de microssatélites baseado no tamanho do padrdo de
peso molecular. E gerada entfo, uma tabela em que sdo apresentados os locus analisados e

os diferentes alelos encontrados por individuo analisado (Figura 7).
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27 #1000 1000
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#2000 A200.0
#2200 R250,0
#3000 A300.0
#3500 A350.0
#4000 #4000
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5 53243 3243 S323
=5 330,656 3306 332
31 CrofEes 2206 2206 222
CroEs 224 5 224 5 226
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32 CroEs 2209 22049 222
CrofEes 2290 2290 230
=5 3253 3253 526
5 331,656 331 .6 332
34 oS 2215 2215 222
CroEs 2294 2294 230
5 S26,0 326,0 526
=5 3323 332,53 332

Figura 7- Eletrofluograma e tabela gerada pelo programa Alellink com o tamanho dos
alelos dos produtos de PCR dos loci Doo3 e G5, em dez individuos analisados.




3.0.2 Analise Genética de populacdes “LEi” e “LE”.

O estudo da genética de populagdes dos isolados de S. mansoni selecionadas (LEi)
e ndo selecionadas por PZQ (LE) consistiu da analise de microssatélites de vermes machos
e fémeas obtidos a cada geracdo do parasito. Os parametros utilizados para a analise da
estrutura das populacbes foram: frequéncia genotipica e alélica, Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW) e coeficientes de endogamia (F). Os dados dos alelos por locus em cada
individuo, obtidos pela amplificacdo dos microssatélites, foram determinados no programa
Allelink (Pharmacia), em seguida tabulados e entdo lancados no programa Fstat versdo
2.9.3.2 (Goudet, 2002) e Arlequin versdo 2.000 (Schneider et al., 2000).

O célculo do equilibrio de HW foi feito no Arlequim, pois o teste utilizado pelo
programa € mais adequado para os dados das populagdes estudadas, por utilizar o teste de
Guo e Thompon (1992). Este teste é mais adequado do que o teste x? por levar em
consideracao fatores comuns na analise genética, como 0 nimero pequeno da amostra € a
presenca de alelos raros. Os demais testes foram realizados no programa Fstat.

O critério para a preferéncia da utilizacdo do programa Fstat sobre o Arlequin foi
principalmente devido a forma diferenciada de se calcular a heterozigosidade esperada
(Hs), umas das principais medidas de diversidade génica usada para analisar a diferenciacéo
genética entre subpopulacdes. O Arlequin utiliza, em seus célculos de diversidade, o
estimador de Nei (1977) que ndo leva em consideracdo a heterozigosidade observada e
fatores de correcdo para véis (desvio do valor verdadeiro). O programa Fstat utiliza o
estimador de Nei e Chesser (1983) que avaliam estas caracteristicas importantes de serem
consideradas, pois a partir delas o valor de diferenciacdo encontrado representara uma
estimativa real das populacdes analisadas. Os calculos realizados no programa Fstat sdo

descritos a sequir:

Célculo da Freguéncia Alélica: determinados pela fregiiéncia de genétipos homozigotos e
heterozigotos. (Nei & Kumar, 2000).

O calculo da frequéncia do alelo i é dado por:

Equacao 1. Pi = 2I:)ii + Z I:)ij

j#i

onde:




i e j: alelos que variam de 1 até k alelos;
P, : frequéncia do genotipo homozigoto;

P, : frequéncia do gendtipo heterozigoto;

X Pjj: somatorio da frequéncia dos gendtipos heterozigotos;

Célculo da Frequéncia Genotipica esperada e observada: é feito diretamente pelo
numero de genotipos em cada populacdo dividido pelo nimero de individuos (Nei &
Kumar, 2000).

Diversidade Génica: E uma medida de variacdo genética calculada através da freqiiéncia
de heterozigotos esperados (Hs). A diversidade génica em populagdes é também calculada
pelos indices de Fixagdo ou estatisticas F de Wright, 1921. Estes indices medem a
diversidade genética dentro de populacGes (Fis) e entre populagBes (Fst). Os indices de
fixacdo de Wright foram redefinidos por Nei, 1977 para a sua utilizacdo em populagdes
reais. Os célculos de F foram realizados como mostra a seguir:

- Fis: (Nei, 1977): mede o endocruzamento dentro de uma populacdo. Estima a diversidade
génica através do déficit de heterozigotos dentro das populacdes (equacdes 2 e 3).

F, —1—19
Equacdo 2. ~ IS h onde:
S

H, = heterozigosidade observada dentro de uma populacéo;

Hs = heterozigosidade esperada dentro de uma populacéo.




Ho= M [y e Mo
Equacdo 3. ''s n-1 T on

i
Z p; = somatorio da freqliéncia alélica ao quadrado.
i

n = nimero de individuos.

- Fst: (Nei, 1977): E um parametro que mede a diferenciacdo genética entre populagdes. E
0 endocruzamento entre subpopulacdes (S) dentro da populacgéo total (T). Serve como uma
medida de distancia genética entre subpopulacgdes. Este indice € influenciado pelo tamanho
da subpopulacéo e de fatores de selecdo. Varia de 0 a 1, sendo:

0: nenhuma diferenciacdo genética;

0.05 a 0.15: moderada diferenciacdo genética;

0.15 a 0.25: grande diferenciacao genetica;

maior que 0.25: muito grande diferenciacdo genética.

1: Fixacgéo de alelos (equacéo 4 e 5).

H
Equacéo 4. Fer :1_H_S onde:
T

H 1: Heterozigosidade esperada na populacéo total.
: 2
Equacio 5. Hr =1-— Z P;
i=1

onde: = p’ : Somatorio da freqiiéncia média dos alelos nas populagdes analisadas.

K : nimero de alelos.

- Rst (Slatkin, 1995): Este método reflete melhor o mecanismo de mutacdo no locus de
microssatélites. E uma analogia do Fst assumindo o Modelo SMM (Stepwise Mutation
Model), modelo de mutacdo na qual ocorrem mudangas passo a passo no numero de
repeticdes (Zhu et al., 2000). O tamanho de alelos aumenta ou diminui por uma unidade de
repeticéo.

Teste de Hardy-Weinberg (HW): O Equilibrio de HW parte do pressuposto de que as
populacbes estdo em equilibrio genético e as frequéncias genotipicas permanecem
constantes ao longo das geracdes. O equilibrio de HW pode ser estimado em populagdes
desconsiderando fatores evolutivos como:

- populagdo grande e panmitica (cruzamento ao acaso);




- sem pressdes seletivas;

- sem mutagéo e migragéo.

O modelo de HW pode nos ajudar a fazer suposi¢des sobre 0s mecanismos
evolutivos que podem estar atuando na populacdo. O teste de Hardy-Weinberg mede o
desvio da heterozigosidade observada em relagdo a heterozigosidade esperada, atendendo
aos pressupostos de HW. Para detectar a significancia estatistica deste desvio, foi utilizado
o teste Guo e Thompson (1992). Este teste é mais adequado do que o teste x por levar em
consideracdo fatores comuns na andalise genética, como 0 nimero pequeno da amostra e a

presenca de alelos raros.

3.0.3 Andlises Estatisticas




Na avaliacdo estatistica dos dados obtidos nas perfusées foi utilizado o programa
de estatistica SPSS©, v.11.

Célculo da razdo do numero médio de parasitas (Equacao 6):

2 n..
_ ijklm
Equagio 6. Razao= Z Z -

2
=1 m=1\ Xjiim

onde:

J: populacéo (LEi, LE controle), j=1,2;

k: passagem, k=1,7;

I: sexo (masculino, feminino), 1=1,2;

m: 6rgdo (mesentério, figado), m=1,2;

Nijam - NUMero de vermes no camundongo i no grupo tratado e no caso de populagdo j,
passagem k, sexo | e 6rgdo m.;

Xum - Média de vermes em todos os camundongos no grupo controle de infecgdo e em cada

caso: populacéo j, passagem k, sexo | e érgdo m.

A razdo do nimero médio dos vermes obtidos na perfusdo do grupo tratado pelo
seu controle foi utilizada para avaliar o nimero de vermes obtidos em cada perfusédo, de
acordo com a eficiéncia da infeccdo em cada passagem. Como o objetivo é avaliar a
diferenca de eficacia do tratamento sobre os vermes da populacdo LEi e LE, a utilizacdo da
razdo entre a leitura do individuo tratado e a média do grupo controle de infeccdo é mais

recomendada.




Calculo da Taxa de Reducéao (em porcentagem) do numero de vermes segundo Cioli,
2004 (Equacéo 7):

_ M %100
Equacdo 7. Taxa de Reducdo — <
2

onde:
X,: média do nimero de vermes obtidos nos camundongos em cada populagéo
(LEi ou LE) e em cada passagem no caso do Grupo Tratado;
X,: média do numero de vermes obtidos nos camundongos em cada

populacdo e em cada passagem no caso do Grupo de Controle de Infeccdo.

Teste Mann-Whitney:

Este teste ndo-paramétrico é utilizado para amostras independentes. Foi utilizado
com o objetivo de verificar a diferenca com o nivel de significancia de 0,05 («=0.05) entre
0 nimero de vermes obtidos nos grupos selecionados e ndo selecionados com PZQ. Para 0s
casos com mais de dois grupos foi utilizado o teste Kruskall-Wallis (Wayne W. D, 1978).
E calculado a partir do ordenamento (Rank) de todas as observacdes do menor ao maior

valor. A hipétese nula do teste é que as duas popula¢@es tenham distribuicdo idénticas.

Teste Wilcoxon

Para avaliar a existéncia de diferenca significativa («=0,05), com o nivel de
significancia de 0,05 entre o nimero de vermes fémeas e machos, foi utilizado este teste
ndo-paramétrico para amostras pareadas, pois a distribuicdo dos dados ndo foi normal
(Wayne W. D, 1978). O resultado e calculado a partir da mediana de todas as observagoes.

A hipdtese nula do teste é que as duas medianas sejam idénticas.




4. RESULTADOS

4.1 Analise dos dados parasitoldgicos:




4.1.1 O efeito da selecdo com praziquantel na recuperacdo de vermes.

Para avaliar o efeito do tratamento com PZQ durante o processo de inducdo de
resisténcia, foi avaliada a razdo entre a média do nimero de vermes recuperados na
perfusdo de camundongos e o percentual de reducgéo de vermes nas populacdes LEi e LE.
Como os resultados mais significativos foram observados quando as comparacGes foram
feitas entre a 1%, 6% e 7% geracOes, iremos dar énfase a estes resultados. Porém, a totalidade
dos resultados pode ser vista em anexo. Na primeira geracdo dos parasitos 0s camundongos
infectados foram tratados com 200 mg/kg de PZQ. Na sexta e sétima geracdes foram
tratados com 900mg/kg. O nimero de vermes recuperados apos o tratamento foi maior na
populacdo LEi. Apesar da dose de PZQ ser cinco vezes maior na sétima geracdo de
parasitos sob a selecdo, o numero de vermes recuperados foi 0 mesmo que na primeira
geragéo. O percentual de reducdo de vermes foi 3,2 vezes menor na populacgdo LEi, que na
populacdo LE, na dltima geracdo analisada. O processo de inducdo de resisténcia com
PZQ levou a diferenciacdo das populacbes LEi e LE quanto a média de vermes
recuperados e quanto ao percentual de reducdo (Tabela 2). A selecdo de vermes menos
susceptiveis ao PZQ contribui para o aumento do nimero de vermes recuperados e para
diminuicdo do percentual de reducdo. A cada geracdo submetida ao tratamento o nimero
de vermes sensiveis a droga diminui, aumentando conseqgiientemente o nimero de vermes
recuperados.

Com o objetivo de avaliar se a selecdo com PZQ pode contribuir para a
diferenciacéo, quanto a razdo do nimero de vermes recuperados, das populacGes LEi e
LE foi calculada a significancia da diferenca entre estas populac@es utilizando a razéo
entre as médias do numero de vermes recuperados nos grupos tratados pelos seus
respectivos controles de infeccdo, durante as sete geracdes. A razdo entre o numero de
vermes foi maior no grupo LEi, este aumento foi significativo a partir da sexta geracdo. Na
primeira geracao a razdo entre o numero de vermes obtidos nas populagdes LEi e LE ndo é
significativamente diferente. Nesta etapa 0s grupos LE e LEi foram 0s mesmos, ja que em
ambos grupos foram utilizados a mesma cepa LE submetida a apenas um tratamento
(Tabela 3). O processo de inducdo de resisténcia levou a um aumento significativo da
razdo do namero de vermes recuperados. Como a razdo do numero de vermes recuperados
em LEi é significativamente maior que LE, podemos admitir supor que houve selecdo de

vermes menos susceptiveis a PZQ na populacéo LEi (Tabela 3 e grafico 1).




Tabela 2 - Razédo entre as medias de vermes da populacdo tratada sobre seu controle ndo
tratado e percentual de vermes obtidos nas populacdes LEi e LE, ap0s o tratamento com
PZQ, nas geracbes 1,6 e 7.

N Razéo entre as .
Geracao Cepa Tratamento % Reducao
medias de vermes

0,87 13,42

12 LE  2x100mg/kg
0,87 13,42
LEi 0,78 21,68

6° 3x300mg/kg
LE 0,4 59,88
LEi 0,85 14,58

78 3x300mg/kg
LE 0,53 47,31

Tabela 3 - Diferenca entre a mediana da razdo do numero de vermes obtidos nas

populagdes tratadas sobre seu controle ndo tratado em LEi e LE, nas geracdes 1,6 e 7.




Geragao Cepa Mediana Valor-p* Média Desvio

1° LE 2,3085 - 4,0545 3,5813
LEi 4,3762 5,0649 3,3062
6° <0,001
LE 1,2572 1,5577 1,2170
LEi 4,5845 8,6885 9,8044
7t <0,001
LE 1,6541 2,1527 1,8513

*p- Teste Mann Whitney

Gréfico 1 : Intervalo de confianca entre a razdo do nimero de vermes do grupo tratado pelo

seu respectivo controle de infeccdo, nas populacbes LEi e LE.
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4.1.2 A agéo de PZQ na recuperagao de vermes machos e fémeas

Com o objetivo de avaliar a diferenca da acdo de PZQ em vermes machos e
fémeas foi calculada a taxa de reducéo e a razdo da média do numero de vermes fémeas e
machos nas duas populacOes estudadas (Tabelas 4, 5 e 6). A taxa de reducéo foi calculada
a partir do nimero de vermes recuperados apos o tratamento. Os resultados demonstraram
que existe diferenca na taxa de reducdo de vermes fémeas e machos (Tabela 4). Na
primeira geracdo de vermes obtidos apds o tratamento com 200 mg/kg de PZQ houve
maior reducdo no nimero de vermes fémeas recuperados. A partir da sexta geracdo de
vermes, apés o tratamento com 900 mg/Kg de PZQ, a diferenca entre a taxa de reducdo de
vermes machos e fémeas diminui em LE e LEi. Na sétima geracao da populacdo LEi a taxa
de reducdo de vermes fémeas € somente 2 vezes maior que a taxa de reducdo em vermes
machos. Na populagdo LE a taxa de reducdo de vermes fémeas é lvezes maior que em
vermes machos. A taxa de reducdo do nimero de vermes fémeas é maior que a taxa de
reducdo de vermes machos apds o primeiro tratamento e ap6s 0 processo de indugdo de
resisténcia (Tabela 4). De acordo com a taxa de reducdo de vermes, PZQ age

diferencialmente sobre vermes machos e fémeas.

Tabela 4 - Percentual de reducédo de vermes machos e fémeas recuperados, nas geracoes 1,

6 e 7, nas populacdes LEi e LE.

Percentual de Reducédo % em Percentual de Reducédo % em
Geracao
Vermes Machos Vermes Fémeas
LEi LE LEi LE
18 6,9 6,9 46,1 46,1
62 19,8 59,0 23,1 60,5

7° 8,7 46,4 18,3 48,5




A diferenca entre a razdo do numero médio de vermes machos e fémeas foi
calculada para avaliar a acdo de PZQ em vermes machos e fémeas nas populacdes LEi e
LE. Houve diferenca significativa entre o nimero médio de vermes fémeas e machos em
LEi e LE na primeira geracdo, nesta etapa as populagdes LEi e LE sdo iguais. A razéo do
namero médio de vermes machos recuperados foi maior que o nimero medio de vermes
fémeas em ambas populacdes. Na sétima geracdo houve diferenca significativa entre a
razdo média de vermes recuperados fémeas e machos somente na populacdo LEi. Na
populacdo LE ndo foi possivel observar diferenca significativa entre o nimero médio de
vermes fémeas e machos (Tabela 5). A recuperacdo de vermes machos €
significativamente maior que vermes fémeas apds o primeiro tratamento e apds o processo
de inducdo de resisténcia a PZQ. Observando a média de recuperacdo de vermes em cada
sexo foi possivel concluir que o tratamento com PZQ pode ser mais efetivo sobre vermes

fémeas que sobre vermes machos.

Tabela 5 — Diferenca entre a razdo do numero de vermes machos e fémeas obtidos

populagdes LEi e LE, nas geracbes 1,6 e 7.

Valor-
Geracdo Cepa Sexo Mediana Meédia Desvio
p(a=0,05)*
12 LEi Macho 1,92 0,002 2,72 2,13
Fémea 0,66 1,36 1,79
LEi Macho 1,7857 0,309 2,2217 2,0325
. Fémea 2,5905 2,8432 2,1745
6
LE Macho 0,618 0,904 0,9314 1,011
Fémea 0,5479 0,6263 0,4511
LEi Macho 3,181 0,016 5,873 7,3489
. Fémea 1,7683 2,8155 2,6822
7
LE Macho 0,8351 0,658 1,1379 0,9727
Fémea 0,6967 1,0148 0,9441

Teste Wilcoxon




A razdo do nimero de vermes machos e fémeas recuperados, nas geracoes 1, 6 e
7 foi avaliada separadamente para analisar a diferenca entre as populagdes LEi e LE quanto
a recuperacdo de vermes fémeas e machos (Tabela 6). Na sexta e sétima geracOes as
populacdes LEi e LE se diferem significativamente quanto ao nimero de vermes machos e
fémeas recuperados. Tanto o nimero de vermes machos quanto fémeas na populagédo LEi é
maior que o numero de vermes machos e fémeas na populacdo LE (Tabela 6). As
populacdes LEi e LE diferem quanto a recuperacdo de vermes machos e fémeas no final do
processo de inducgdo de resisténcia (Tabela 6 e Grafico 2) . Os dados mostrados até agora
indicam, portanto, que houve sele¢do de vermes com PZQ e que a selecdo foi observada

para ambos 0S Sexos.

Tabela 6 - Diferenca entre as populaces LEi e LE quanto a razdo do numero de vermes

machos e fémeas recuperados.

Geracao Sexo Cepa Mediana Valor p*
LEi
Macho
1 LE 1,92 ]
Fémea LEi 0,66
LE
LEi 1,78
. Macho LE 0.61 0,024
R LEi 2,59
Fémea LE 0.54 0,001
LEi 3,18
. Macho LE 0.83 0,003
A LEi 1,76
Fémea LE 0.69 0,001

*Teste Mann-Whitney




Graéfico 2 - Intervalo de confianca entre a razdo do nimero de vermes nas populacdes LEi

e LE, separados por sexo.
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4.1.3 Distribuicdo de parasitas nos camundongos e oograma




Para avaliar a distribuicdo de parasitas no mesentério e figado apos o tratamento
com PZQ nas populacdes LEi e LE, foram realizadas a perfusdo do sistema porta dos
camundongos para a retirada dos vermes machos e fémeas e em seguida foi feita a
contagem dos mesmos, considerando a sua distribuicdo no figado e mesentério
separadamente. O numero de vermes encontrados no grupo tratado foi entdo comparado
com aquele encontrado no grupo de camundongos néo tratados (controles de infec¢cdo). A
média de vermes no mesentério foi sempre maior que no figado nas populacGes LEi e LE
(Tabelas 7, 8). Apesar do tratamento, ndo foi possivel observar migracdo de vermes do
mesentério para o figado, em ambas populagdes.

O efeito de PZQ na postura de ovos do parasito foi avaliado através do oograma,
em todas as geracOes de LEi e LE. Fragmentos do intestino delgado foram examinandos ao
microscopio para identificacdo dos estagios de desenvolvimento de ovos e se eram viaveis
ou estavam mortos. Pode ser observada alteragdo no oograma em ambas populaces. Apds
a sétima geracdo 30% do oograma permaneceu sem alteracdo na populacdo LEi, em LE
10% do oograma permaneceu sem alteracdo. Estes resultados indicam que existem mais
vermes fémeas eliminando ovos na populacdo LEi. Ndo houve parada total de postura de

ovos ap6s o tratamento com dose curativa em ambas as cepas.




Tabela 7 - Distribuicdo da média de vermes recuperados, no figado e mesentério, apds
tratamento da populagéo LEi, nas geractes 1,6 e 7.

Esquema de tratamento em Média - Distribuicdo Total de vermes
LEi de vermes
Mesenterio Figado Mesentério e Figado
1%- 2x100mg/Kg 24,37 3,47 27,84
6°- 3x300mg/Kg 22,24 1,76 24,00
7% - 3x300mg/Kg 51,00 6,90 57,90

Tabela 8 - Distribui¢do da média de vermes recuperados, no figado e mesentério, apos
tratamento na populagédo LE, nas geracdes 1,6 e 7.

Esquema de tratamento Meédia -Distribuicdo Total de vermes
em LE de vermes
Mesentério Figado Mesentério e Figado
1%- 2x100mg/Kg 24,37 3,47 27,84
6° - 3x300mg/Kg 16,32 0,89 17,21

7% - 3x300mg/Kg 37,26 3,42 40,68




4.2. Andlise Genética

4.2.1 Andlises de freqiiéncias genotipicas e alélicas

O numero e as freqiiéncias de alelos e gendtipos de loci contendo microssatélites
polimorficos nas populagdes LEi e LE, foram analisados e comparados para avaliar se o
processo de inducdo de resisténcia pode contribuir para a mudanca na estrutura genética da
populacéo selecionada. O nimero e as freqiiéncias de alelos e genotipos por locus foram
determinados pelo programa Fstat.

O numero de alelos foi semelhante em ambas populacgdes, a distribuicdo alélica e
os alelos mais freqiientes na primeira e Gltima geracdo séo diferentes na maioria dos loci
estudados. O numero de alelos na populagcdo LEi da primeira e Gltima geracdes decresce
nos loci Smbr 5, Smbr 6 e G5 e permanece 0 mesmo nos loci Doo3, 1TTA e 13TAGA. Na
populacdo LE, o nimero de alelos decresce nos loci Smbrb, 6, G5, 1TTA e 13TAGA
permanecendo igual somente no locus Doo3 (Tabela 9).

O numero de genotipos em ambas populacdes varia em cada locus. Os genotipos
diferem tanto entre populagcdes quanto em geracGes diferentes da mesma populagdo. O
mesmo gen6tipo foram observados, nos loci Smbr 6 e G5 em LEi e loci Smbr 5, G5 e
ITTA em LE quando a 1% e a 7% geragdes foram comparadas (Tabela 10).

Os alelos mais frequentes sdo diferentes em vermes fémeas e machos em todos 0s
loci na populacdo LEi. Na populacdo LE foram encontrados os mesmos alelos nos loci
Smbr 5 e Doo3 (Tabela 11).As distribuicdes genotipicas e alélicas diferem quanto a
geracOGes da mesma populacdo, ao sexo do parasito, a populacdes analisadas e aos loci
estudados (Tabelas 10, 11 e 12). A variabilidade encontrada em cada locus pode ser
aleatdria, o processo de inducdo de resisténcia pode ter contribuido para a variagdo no
numero e freqiiéncia gendtipica e alélica. No entanto, outros fatores como a diferenciagéo
das populacdes determinada pela selecdo aleatéria de populacdes de laboratério, o
isolamento destas populagcOes para o estudo de diferentes geragOes do parasito, diferencgas
entre 0 sexo dos parasitos e diferentes pressbes seletivas sobre cada locus de

microssatélites usado ndo devem ser desconsideradas.

4.2.2 Analises do equilibrio de Hardy-Weinberg




O indice de heterozigosidade observada e esperada foi calculado para avaliar a se
ocorreu a reducdo da heterozigosidade observada na populacdo LEi apds a inducdo de
resisténcia por comparacdo com a cepa LE. Para analisar esta hipotese foram calculados o
desvio de Ho e He e a proporcdo de Ho entre as populacdes LE1® e LEi7% geracdes. Houve
reducdo significativa da proporcdo de Ho na populacdo LEi, para os loci Smbr 5, G5 e
Doo3. O desvio entre Ho e He foi significativo em todos os loci em ambas populagdes,
excecao feita ao locus Doo3.

A manutencdo do ciclo do parasita em laboratorio pode ter contribuido para o
aumento do desvio do equilibrio de HW na maioria dos loci estudados, nas populagdes LEi
e LE. O processo de inducdo de resisténcia ndo causou diferenca significativa entre as
populacdes LE1* e LEi7% geragBes, quanto ao desvio da heterozigosidade observada e
esperada (HW). No entanto, a Ho diminui significativamente em LEi7% em trés loci quando
comparada ao Ho de LE1® geracdo (Tabela. 13). O tratamento com PZQ pode ter
selecionado parasitos menos susceptiveis a PZQ, a populacdo selecionada por ser mais
homogénia pode apresentar um maior nimero de individuos homozigotos o que acarretaria

na diminuicdo na heterozigosidade observada e esperada.

Tabela 13 — Comparacdo entre heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada,
nas populacBes LE1 e LEi7% e entre a proporcgdo da heterozigosidade observada, em cada
locus, entre as populacdes LE 1 e LEi 7.

locus LE1? LEi7? teste t
Ho He p* Ho He p* P

Smbr 5 0,52 0,82 0,00 0,20 0,79 0,00 0,00277

Smbr 6 0,67 0,79 0,00 0,71 0,75 0,00 0,70914

G5 0,80 069 000 0,16 0,64 0,00 0,00001
Doo3 09 0,77 010 0,65 0,71 0,10 0,00633
1ITTA 0,70 0,77 0,00 0,62 0,79 0,00 0,45076

13TAGA 045 081 000 0,65 0,87 0,00 0,07781

P*-valor p encontrado no teste de Guo e Thompson.
P*-Teste t para proporg¢éo de Ho entre as populacdes LEi e LE.




Para avaliar o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg devido a perda de
heterozigosidade observada entre a primeira e Gltima geracdo da populacdo LEi foi
calculado o indice de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He). O calculo do
desvio de HW foi realizado com o objetivo de avaliar se sucessivos tratamentos com PZQ
podem contribuir para a homogenizagdo da populacdo, o que levaria a uma perda da
heterozigosidade observada, aumento assim o desvio entre Ho e He. Na primeira geragao
da populacdo LEi quatro dos seis loci estudados estdo em equilibrio de HW. Na sétima
geracdo apenas o locus Doo3 esta em equilibrio de HW na populacdo LEi. De modo
interessante, observamos uma maior reducdo da heterozigozidade observada quando
comparamos a primeira e sétima geracGes no locus G5 (Tabela 14). Um indicativo da
pressdo seletiva do PZQ pode ser o maior nimero de loci em desequilibrio HW
notadamente no locus G5, na comparacdo entre a primeira e a sétima geracGes da
populagéo LEi (Tabela. 14).

Para analisar o efeito da manutencdo do ciclo do parasito na variabilidade
genética do parasito foram calculados o desvio do equilibrio de HW e a proporcao de
heterozigosidade observada em diferentes geracdes de LE. A Ho foi menor na primeira
geracdo nos loci Smbr6, Smbr5, ITTA e 13 TAGA. No locus G5 a Ho foi
significativamente maior do que a esperada. Somente no locus Doo3 ocorreu o equilibrio
de HW. Na sexta geracdo ocorreu equilibrio de HW nos loci Smbr 6, G5 e 1 TTA. Nos
Loci Smbr5 e 13TAGA a Ho foi menor que ao He e o oposto foi observado para o locus
Doo3. Néo houve diferenca significativa entre Ho de LE primeira e ultima geracdo, exceto
para o locus 13 TAGA que foi maior na 6* geracdo (Tabela 15). Ndo ocorreu diminuicéo
na heterozigosidade observada em cinco dos seis loci estudados. O nimero de loci em
desequilibrio de HW aumentou da primeira (um locus) para a Gltima geracdo estudada (trés
loci) (Tabela 15). Existe maior diferenca entre a 1% e 6° geracdes de LEi que entre a 1% e

6°geracdes de LE.




Tabela 14 — Comparacdo entre heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada na
primeira e da sétima geracGes da populacdo LEi e entre a proporcéo da heterozigosidade
observada, em cada locus, entre a 1% e 7% geragdes de LEi.

P*- Valor p encontrado no teste de Guo e Thompson.

Locus LEi1® LEi7® Teste t
Ho He p* Ho He p* Valor -p
Smbr 5 0,36 0,75 0,00 0,20 0,79 0,00 0,219362
Smbr 6 0,81 0,72 0,60 0,71 0,75 0,00 0,40161
G5 0,82 0,75 0,09 0,16 0,64 0,00 0,000389
Doo3 0,86 0,79 0,52 0,65 0,71 0,10 0,068475
1TTA 0,59 0,61 0,00 0,62 0,79 0,00 0,829941

13TAGA 080 089 011 0,65 0,87 0,00 0,290207

p- Teste t para propor¢do de Ho entre as geragdes de LEi.

Tabela 15 — Comparacdo entre heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada
nas populacdes LE1®* e LE6® e entre a propor¢do da heterozigosidade observada, em cada
locus, entre as populagtes LE1% e LEG®.

Locus LE1? LE6 Teste t
Ho He p* Ho He p* Valor-p
Smbr 5 0,52 0,82 0,00 0,69 0,77 0,00 0,183515157
Smbr 6 0,67 0,79 0,00 043 0,67 0,05 0,072296976
G5 0,80 0,69 0,00 0,71 0,57 1,00 0,624863591
Doo3 0,90 0,77 0,10 0,86 0,70 0,00 0,645475664
1ITTA 0,70 0,77 0,00 0,78 0,62 0,44 0,486446079

13TAGA 0,45 0,81 0,00 0,73 0,78 0,00 0,024587885

P*-valor p encontrado no teste de Guo e Thompson.
p- Teste t para proporgdo de Ho entre as populacdes LE1% e LE6®.




4.2.3 Analises de endogamia e diversidade genética

Para avaliar se ocorreu mudanca na variabilidade genética na populacdo LEi na
sétima geracdo devido a inducdo de resisténcia foi calculado o Fis- coeficiente de
endogamia (Fis) e indice de diversidade genética em LE primeira e LEi sétima gerac&o.
Fazendo uma comparacgdo entre estes indices nas duas populagdes analisadas observamos
que em LEi sétima geracdo houve um aumento de 0,134-0,309 do Fis e uma reducéo
significativa da diversidade genética (Tabela 16). A selecdo do parasita com PZQ pode ter
determinado a reducdo significativa da diversidade genética intrapopulacional e
consequentemente o aumento do indice de endogamia. A partir desta observacdo podemos
inferir que ocorreu a selecdo de parasitas. Antes do processo de inducgédo de resisténcia as
duas populacdes eram iguais e ao longo deste processo elas se diferenciaram quanto a
diversidade genética e quanto a susceptibilidade a PZQ. O aumento da endogamia de 2,5
vezes pdde também ser observado entre a primeira e sétima geracdo da populagdo LEi.
Porém, a diferenca entre a proporcao de heterozigotos entre a primeira e sétima geragéo de
LEi ndo foi significativa. A inducdo de resisténcia pode ter contribuido para aumento do
indice de endogamia na populacdo, selecionando individuos aparentados. O cruzamento
entre individuos aparentados pode aumentar o ndmero de individuos homozigotos,
causando a deficiéncia do numero de individuos heterozigotos que é a medida usada para
calcular o indice de endogamia Fis. Este efeito ndo pode ser observado analisando a
proporcéo de heterozigotos na populacdo pela medida de diversidade genética Hs (Tabela
16).

Foram calculados o coeficiente de endogamia (Fis) e o indice de diversidade
genética em LE1® e LEG® para avaliar se a manutencdo de ciclos de S. mansoni em
camundongos pode determinar mudanca na variabilidade genética da populacdo LE. N&o
ocorreu alteracdo no indice de endogamia e diversidade genética da primeira para a ultima
geracdo de LE. Considerando as comparacOes realizadas nos resultados citados acima foi
possivel observar que o tratamento com PZQ pode determinar a alteragdo na variabilidade
genética de populacBes de S. mansoni. Existe menor diversidade genética e maior

endogamia na populagédo que passou pela presséo seletiva com PZQ (Tabela 16 e 17).




Tabela 16 - Comparacgdes entre os indices de endogamia (Fis) e diversidade genética
dentro de diferentes geracdes de LEi e LE e entre LE e LEi.

LEIl" X LEI7° LEL°X LEIT® LEL° X LEG"

Fis 0.126-0,300 0.134-0,300 0.134-0,040

Diversidade 0,740-0,760 0,667-0,571 0,770-0.690
Genética (Hs)

p* 0,710839426 0,03957689 0,114072317

P*= diferenca entre a diversidade genética (Hs).

Tabela 17- Intervalo de confianca e sinal de f em cada locus, geracdo e populagédo
analisada.

Loci LE LEi
1% Geracéo 7% Geragao 1° Geragéo 7% Geragéo
SmBr6 0(-0,05;0,30) +(0,09;0,68) 0(-0,26;0,21) 0 (-0,27:0,13)
SmBI5 +(-0,18;0,56) 0(-0,05;0,30) +(0,32;0,85)  +(0,52;0,89)
G5 0(-0,37;0,03) -(-0,71;-0,09) 0(-0,33;0,16)  +(0,25; 1,1)
Doo3 - (-0,29: -0,05) 0 (-0,50: 0,00) 0(-0,29: 0,18) 0 (-0,17; 0,26)
1TTA 0(-0,14:0,26) - (-0,58;-0,02) 0(-0,43;0,48) +(0,01; 0,39)

13TAGA +(0,26:0,62) 0(-0,21; 0,24) 0(-0,28;0,41)  +(0,02; 0,25)

O = intervalo de confian¢a contendo coeficiente de endogamia (Fis) positivos e negativos.
+ = intervalo de confianca contendo coeficiente de endogamia (Fis) positivos somente.
- = intervalo de confianca contendo coeficiente de endogamia (Fis) positivos negativos.




4.2.4 Indices de Diversidade interpopulacional

Para avaliar se os tratamentos com doses sucessivas de PZQ podem levar a
diferenciacéo genética das populacGes LEi e LE, foram comparados e analisados os indices
de diversidade populacional Rst e Fst. As andlises de diversidade medem a diferenciacdo
genética entre subpopulacdes através do calculo da heterozigosidade. Existe grande
diferenciacdo genética entre geracdes diferentes de LEi (Rst = 0,240) e entre LE primeira
geracdo e LEi sétima geracdo (Rst = 0,230). A diferenciacdo genética entre LE1®% e LE6® é
moderada (Rst = 0,080) (Tabela 18).

A manutencdo em laboratério da cepa LE pode ter contribuido para a
diferenciacdo de geracdes sucessivas de LE. Os tratamentos sucessivos com PZQ podem
ter levado a diferenciacéo genética de LEi7® e LE1®. Estes dados indicam que a selecéo de
parasitos com drogas e a manutencdo do ciclo de vida do parasito em laboratorio
contribuem para a diferenciacdo na estrutura genética de populacfes de S. mansoni.

Tabela 18 — Comparagdes entre os indices de diversidade interpopulacional dentro de
diferentes geracOes de LEi e LE e entre LE1%e LEi 7°.

LEi 1* X LEi7® LE1® X LEi 72 LE1*X LE 6°
Rst 0,240 0,230 0,080

Fst 0,090 0,090 0,085




4.2.5 Indices de Diversidade entre vermes fémeas e Machos

Com o objetivo de analisar o efeito da inducéo de resisténcia na variabilidade de
vermes fémeas e machos foram analisadas a variabilidade genética entre vermes machos e
fémeas nas populagdes LEi e LE, através do calculo da média ponderada da diversidade
genética (Hs) em cada sexo do parasito . N&o foi possivel observar diferenca significativa
na diversidade genética de vermes machos e fémeas, nas duas populacdes estudadas
(Tabela 19). A inducéo de resisténcia ndo levou a mudanca, quanto a diversidade genética,

entre vermes fémeas e machos.

Tabela 19 - Média ponderada da diversidade genética (Heterozigosidade esperada) entre
vermes machos e fémeas.

LEi1® X LEi7* Valor-P*| LE1® X LEi7* Valor-P*| LE1* X LE6* Valor-P*
Machos  0,74-0,64 0,22 0,76-0,64 0,06 0,76-0,67 0,9

Fémeas 0,60-0,75 0,06 0,77-0,75 0,79 0,77-0,62 0,51
* Teste t de proporc¢des de Hs.




4.2.6 Resumo das analises genéticas

Em resumo, os dados da analise genética das popula¢fes mostram que:

Os indices de diversidade intrapopulacional indicam que existe diferenca
significativa entre a diversidade genética de LE e LEi. A diversidade genética da
populacéo LEi foi menor que LE.

Os indices de diversidade interpopulacional sugerem que ocorreu grande
diferenciacdo genética entre as populagdes estudadas. Esta diferenciacdo € maior entre a
populacdo induzida (LEi) e ndo induzida a resisténcia (LE).

Os dados de diversidade intrapopulacional e interpopulacional revelam que o
processo de inducdo de resisténcia contribui para a diminuicdo da variabilidade genética do
parasito o que pode ter levado a diferenciacéo das populactes LEi e LE.




5. DISCUSSAO




Praziquantel é a droga de escolha para o tratamento da esquistossomose (WHO,
1993). A intervencdo quimioterapica é de importancia crucial para o controle desta doenca
(Grysses et al., 1994). Relatos de resisténcia ou tolerancia a praziquantel, de cepas de S.
mansoni de areas endémicas e de laboratorio, tém preocupado a comunidade cientifica. O
PZQ é a Unica droga, atualmente, utilizada nos programas de controle da esquistossomose.
S. mansoni tem uma grande capacidade de desenvolver resisténcia a doses terapéuticas de
uma determinada droga, especialmente quando o parasita estad sob pressdo de drogas
(Kinoti, 1987).

A variabilidade de cepas de S. mansoni quanto a susceptibilidade a drogas
esquistossomicidas foi demonstrada em diferentes regides endémicas, como no Senegal,
Egito e no Brasil (Rogers & Bueding, 1971; Katz et al., 1973; Vieira et al., 1991; Brindley
et al., 1991; Fallon et al., 1994; Stelma et al. 1995; Coelho et al., 1998; Ismail et al., 1996
e 1999; Araujo et al., 1996; Tsais et al., 2000; Grysels et al., 2001; Cioli et al., 2004).
Vérias hipoteses tém sido levantadas para justificar as razdes que levaram a diferenciagédo
de cepas de S. mansoni quanto a sua susceptibilidade a drogas, em regides endémicas. Os
principais fatores que podem justificar as diferencas de cepas de S. mansoni, quanto a
susceptibilidade a drogas, sdo a alta carga parasitaria, a intensa transmisséo e re-infeccao, a
presenca de vermes imaturos, a deficiéncia na resposta imune dos pacientes, 0 uso de
drogas com baixa qualidade, diferencas na avaliacdo e critérios de cura ou até mesmo a
resisténcia (Gryseels et al., 2001; Doenhoff et al., 2002).

Ismail et al. (1996, 1999) observaram, no Egito, que 2,3% dos individuos
infectados ndo foram curados, embora tivessem sido tratados com doses sucessivas de
praziquantel. Em laboratério, 80% dos isolados de campo apresentaram baixa
susceptibilidade a droga. A menor susceptibilidade ao PZQ é um problema observado em
cepas de campo e comprovado em laboratorio. O primeiro trabalho descrito que mostra que
é possivel induzir a resisténcia de S. mansoni ao PZQ foi publicado por Fallon et al..
(1994). ApoOs sete geracbes de S. mansoni submetidas ao tratamento com doses
subcurativas e crescentes de PZQ, foi possivel obter uma cepa resistente a droga. Para
realizar o experimento de indugdo de resisténcia, Fallon et al., (1994) utilizaram na
infeccdo dos camundongos um pool de cercarias de isolados de Porto Rico, Brasil e do
Egito. A justificativa dos autores para o uso de um pool de cercérias seria aumentar a
probabilidade do ndmero de diferentes genes gerados por mutacdo ou selecdo. Apés a
sétima geracdo sob a presséo de PZQ, mais de 80% dos vermes selecionados sobreviveram

a dose curativa de 3 x 300 mg/kg de PZQ. O percentual de redugdo de vermes apos a




sétima geragdo foi de 7%. Comparando a cepa selecionada, resistente, com outras cepas
ndo selecionadas, foi possivel observar diferencas significativas entre a média e o
percentual de reducédo de vermes recuperados. O resultados deste trabalho corroboram com
o0s resultados apresentados por Fallon et al. (1994). Com poucas geracfes do parasito
submetidas a pressao seletiva com PZQ é possivel induzir a selecdo de S. mansoni menos
susceptiveis a droga.

Neste trabalho foi feita a inducéo de resisténcia a PZQ utilizando uma cepa de S.
mansoni de laboratério. O protocolo de inducdo de resisténcia proposto por Fallon et al. (
1994) foi utilizado com uma modificagdo na dosagem de PZQ administrada durante a
terceira geragdo. Como o principal objetivo deste trabalho foi analisar a variabilidade
genética de populacdes de S. mansoni, apos a inducdo de resisténcia, foram selecionadas
para as comparagdes parasitologicas e genéticas as populacdes de LEi7% geragdo e LE
original. Quanto a analise dos dados parasitolgicos, observamos que, na cepa selecionada
LEi, a média da razdo do nimero de vermes recuperados é 2 x maior e o percentual de
reducdo de vermes é cerca de 3x menor do que na cepa ndo selecionada (LE). Um
intrigante dado observado foi que o tratamento com doses curativas de PZQ indica que o
método de tratamento com trés doses de 300mg/kg de PZQ é menos eficaz do que uma
Unica dose curativa de 400 mg/kg. Alguns autores ja demonstraram que 0 estado de
maturacdo da infeccdo por S. mansoni e o estagio no qual o hospedeiro é tratado tém
implicacdes para a evolucdo e a eficacia da droga (Xiao et al., 1985; Sabah et al., 1986). A
resposta a PZQ em diferentes estagios de desenvolvimento do parasito foi avaliada em
experimentos in vitro e in vivo. Todos os estagios de desenvolvimento de S. mansoni
apresentaram susceptibilidade ao PZQ em experimentos realizados in vitro (Andrew,
1980). Apesar desse relato, a maior sensibilidade ao PZQ das cercarias e vermes adultos,
em relacdo aos outros estagios foi observada em estudos in vivo e in vitro (Sabah et al.,
1986; Pica-Mattoccia & Cioli, 2004). Como o0s estagios do parasito podem variar de
susceptibilidade a PZQ. O protocolo de tratamento de camundongos com 35 dias de
infeccdo pelo S. mansoni, usado por Fallon et al. (1994), pode justificar a menor eficicia
de PZQ. Os vermes nesta fase da infecgdo, ndo estdo completamente desenvolvidos.

Provavelmente a variabilidade genética de uma populagdo de S. mansoni
originada de um pool de cercérias de campo, como a que foi utilizada no trabalho de Fallon
et al., (1994) é bem maior que a variabilidade genética de uma populagdo de laboratério. A
selecdo de uma determinada caracteristica é facilitada quando a variabilidade de uma

populacdo € maior. Uma das possiveis explicaces para as diferencas encontradas em




nossos trabalhos podem estar na cepa e no numero de isolados utilizados no experimento
de inducdo de resisténcia. Existem diferencas fenotipicas significativas dentro e entre
populacdes de S. mansoni, como as diferengas, quanto a infectividade de caramujos de
diferentes areas (Saoud, 1966; Minchella et al., 1995). Além disso, caracteristicas
bioldgicas de cepas de campo, como taxa de maturacdo de vermes e fecundidade, parecem
ser diferentes de cepas de laboratério (Fallon et al., 1997). Parasitos mantidos em
laboratdrio por muitas geracdes podem mudar suas caracteristicas, e a selecdo de parasitos
resistentes pode também alterar a biologia de vermes (Ling et al., 2001). Mesmo assim, ao
utilizarmos uma cepa de S. mansoni de laboratério e diferentes metodologias de infeccdo
de caramujos e camundongos, foi possivel obter um isolado de S. mansoni com menor
susceptibilidade ao PZQ.

Um modelo de estudo foi desenvolvido para verificar como o tratamento pode
influenciar na diversidade genética do parasito. De acordo com este estudo, as freqiiéncias
de cepas de parasitos resistentes podem aumentar dependendo da relagdo entre o valor
adaptativo da cepa, o custo de resisténcia e a diminuicdo da pressdo seletiva com drogas.
Se a reproducdo e a viruléncia estdo ligadas a resisténcia, entdo o tratamento com drogas
pode levar ao estabelecimento de mdltiplas cepas do parasito com diferentes niveis de
resisténcia. E esperado que os niveis de resisténcia permanecam relativamente baixos
quando a resisténcia tem um custo para o parasito (Feng et al., 2001). Apesar de ser
relatado que a resisténcia pode levar a um custo pela sobrevivéncia (Cioli et al., 1992;
Willian et al., 2001b), no nosso trabalho, ndo foi possivel observar diferenca significativa
entre a recuperacao de vermes quando a infec¢do de camundongos dos grupos controles foi
realizada com a cepa LE ou LEi. Em cepas resistentes do Senegal, Liang e colaboradores
(2001b) demonstraram que, camundongos infectados com esta cepa apresentaram uma
grande quantidade de ovos nos tecidos e fezes. Este trabalho mostra que o custo da
resisténcia pode ndo ser observado em todas as cepas de S.mansoni.

Uma possivel explicacdo para ndo termos observado o custo da resisténcia da cepa
LEi é que a manutencdo do ciclo do parasito com infeccdo controlada de caramujos e
camundongos podem ter contribuido para que ndo ocorresse a diminui¢cdo na taxa de
reproducdo de vermes na populacdo que sofreu pressdo seletiva com PZQ. A populacéo
LEi isolada pode ainda ser constituida de uma proporcdo varidvel de individuos
geneticamente sensiveis e resistentes. Deste modo o custo da resisténcia pode néo ter sido

manifestado ainda.




Normalmente, a distribuicdo de vermes no sistema porta de camundongos apos
aproximadamente 45 dias de infeccdo, € de 60-70% nos vasos mesentéricos, 20-30% na
veia porta e 0-20% nas veias intra-hepaticas. E conhecido que a administracio de drogas
ativas contra o S. mansoni produz o deslocamento de vermes do mesentério para o figado
(Pellegrino & Katz, 1968). A migracdo de vermes do mesentério para o figado, apds o
tratamento com PZQ, nédo foi possivel de ser observada neste trabalho. Mais de 80% dos
vermes em ambos 0s grupos analisados foram encontrados no mesentério apos o
tratamento. Como a perfusdo dos camundongos tratados foi realizada ap6s 30 dias de
tratamento, esta pode ser uma das razdes para o fato de ndo termos observado o
deslocamento parcial ou total dos vermes para o figado. Uma possivel explicacdo é que
apos 30 dias do tratamento os vermes podem ter migrado novamente para 0 mesentério.

Outro parametro parasitolégico que pode ser afetado pelo tratamento é o
oograma. Os resultados do oograma realizado nos grupos LEi7% geracdo e LE tratados com
a mesma dosagem de LEi7% nos mostram que existem variagdes na percentagem de ovos
vidveis encontrados nos grupos LE (10%) e LEi7* (30%). Os critérios para o uso do
oograma como avaliacdo da atividade de drogas sugerem que a presenca de ovos viaveis
seja um indicativo da ineficiéncia da droga. E possivel observar ovos maduros até 12 dias
ap6s o tratamento (Pellegrino et al., 1962). Como o0s nossos camundongos foram
sacrificados apds 30 dias de tratamento serdo necessarios novos experimentos para
observar mudancas no perfil migratorio e no oograma.

A relacdo entre o tratamento e o sexo dos vermes recuperados tambeém foi
estudada. Quando avaliamos a taxa de reducdo e a razdo do numero médio de vermes
machos e fémeas recuperados isoladamente, foi possivel demonstrar que vermes fémeas
sdo menos recuperados, que vermes machos na populacdo LEi, durante a perfusdo de
camundongos,. Vermes machos e fémeas diferem em muitos aspectos de sua biologia.
Cercarias de machos sdo mais infectantes que cercarias fémeas, contraditoriamente a
producéo de cercarias fémeas, que é maior que a producéo de cercarias machos (Boissier et
al., 1999). Alguns autores sugerem que a alta proporcdo de machos durante a infeccdo é
devido a competicdo entre fémeas para ter acesso ao macho genotipicamente diferente. Um
estudo mostrou que ha uma relacdo entre a carga parasitaria e a proporcdo de vermes
machos (Boissier et al., 2001 ae c). Alguns trabalhos tém demonstrado que vermes machos
sdo mais eficientes que vermes fémeas no processo de infeccdo. Além disso, 0 PZQ é mais
eficiente na eliminacdo de vermes fémeas que na eliminacdo de vermes machos (Pica

Mattoccia et al., 2004). Como existem grandes diferencas fenotipicas e de padrdo de




expressdo génica entre vermes fémeas e machos, é dificil assegurar que a menor
recuperacdo de vermes fémeas seja devido a a¢do de PZQ.

Apesar dos efeitos parasitologicos ja terem sido avaliados em outros trabalhos, até
0 momento nenhum estudo tratou do seu impacto na populacdo. Estudos de diversidade
genética frequentemente utilizam marcadores moleculares do tipo microssatélites. Quatro
loci de microssatélites usados neste trabalho foram isolados de seqliéncias de ESTs e dois
loci foram isolados de sequéncias genémicas. Nenhum dos loci utilizados tem sua
localizagdo gendmica conhecida. N&o foi objetivo deste trabalho correlacionar um
marcador com resisténcia. A distribuicdo alélica e genotipica em todos os padrBes
analisados foi aparentemente aleatria em todas as populagdes analisadas, ndo sendo
possivel, portanto, correlacionar um perfil de distribuicdo alélica ou genotipica com a
pressdo seletiva com PZQ.

A analise do desvio do equilibrio de HW é um recurso importante para o estudo
dos mecanismos evolutivos que podem estar atuando em uma determinada populagdo. As
comparacg0es entre as heterozigosidades esperadas e observadas, nas diferentes geracfes de
LEi e LE e entre LE e LEi, mostra que ocorreu o desvio do equilibrio de HW na maioria
dos loci estudados. Este resultado é esperado, ja que sabemos que em uma populacao real é
impossivel desconsiderar todos os fatores evolutivos e qualquer fator evolutivo altera o
equilibrio de HW. Neste trabalho, a migracao, por nao existir nas populaces analisadas é
o Unico fator evolutivo que pode ser desconsiderado. Na populacdo LEil* ocorreu o
equilibrio de HW na maioria dos loci, a variacdo encontrada pode ser aleatéria dos loci
utilizados. As comparacOes entre heterozigosidade observada demonstraram que houve
maior perda de heterozigosidade observada na populacido LEi7% (Tabela 14). Estes
resultados corroboram com os resultados por Rodrigues e colaboradores (2002a).

Comparando a populagdo LE ocorreu um aumento do indice de endogamia- Fis de
2,5 vezes e a diminuig&o significativa da heterozigosidade esperada (Hs) na populagéo LEi
(Tabela 16). As estatisticas de diferenciacdo de populagdes Fst e Rst sdo as ferramentas
mais utilizadas para o estudo de populagcbes moderadamente estruturadas. A performance
desses testes depende de fatores que muitas das vezes ndo sdo quantificados. E necessario
que ambas as estatisticas sejam calculadas e que seja feita uma interpretacdo cuidadosa de
ambos os dados para que a informag@o mais segura da estrutura da genética das populacdes
seja alcancada (Balloux & Moulin, 2002b). Entre as populac¢Ges LE e LEi foram usados os
dois indices de medida de diferenciagdo genética. Os resultados das analises de

diferenciacdo demonstram pelo Rst que a diferenciacéo entre as populacdes é grande, tanto




entre LEi7% e LE quanto entre as populacles da primeira e sétima geracdo de LEi. As
diferencas entre populacdes encontradas pelo Fst sdo moderadas em todas as populagdes
comparadas. Como o Fst ndo leva em consideracdo a taxa de mutacdo em microssatélites,
seus resultados podem subestimar as diferencas existentes entre as populagdes analisadas
(Balloux & Moulin, 2002b). A pressdo seletiva com PZQ e o processo de indugdo de
resisténcia podem ter contribuido para a diferenciacdo genética destas populacdes. PZQ
aparentemente levou a uma mudanca na estrutura genética da populacao LE sob presséo. O
cruzamento entre individuos relacionados por parentesco contribui para homogenizacao
genética da populagdo. Esta hipdtese pode ser confirmada pelo aumento dos indices de
endogamia na populagéo LEi.

A analise da estrutura genética das populacdes LE e LEi utilizando o coeficiente
de Hardy-Weinberg, indices de diversidade genética e coeficientes de endogamia nos
mostra que houve perda da diversidade genética em uma populacao sob pressdo seletiva de
droga (LEi). Os efeitos da manutencdo de uma cepa de S. mansoni em laboratério e a
pressdo seletiva com PZQ podem ter contribuido para diminuir a da variabilidade da cepa
LEi, ja que dois fatores que contribuem para perda da diversidade genética estdo atuando
na populacdo ao mesmo tempo. A perda de isoenzimas durante a passagem em laboratério
indica que ocorre a selecdo de certos genotipos de vermes durante a transmissdo entre
camundongos e moluscos (Coles, 1971). Em infeccGes experimentais a diversidade
genética de vermes adultos é reduzida tanto no numero de gendtipos selecionados durante
a infeccdo quanto na taxa de consanguinidade durante a manutencdo do ciclo de vida do
parasito em laboratério (Barral et al., 1996).

A deriva genética e a selecdo sdo dois dos principais fendmenos que reduzem a
variabilidade genética dentro de populacdes de laboratério (Curtis & Minchella, 2000).
Estas populacdes normalmente consistem basicamente de um pequeno grupo de individuos
de uma populacdo, causando o que em genética de populacbes € chamada de efeito
fundador. Somente uma fracdo de gendtipos representara a populacéo real (Slatkin, 1987).
A perda da variabilidade genética em populacdes de laboratério foi demonstrada por
alguns autores com o uso de marcadores moleculares do tipo RAPD e Microssatélites
(Dias et al., 1993; Pinto et al., 1997; Rodrigues et al., 2000 a; Stohler et al., 2004).

Usando marcadores moleculares do tipo RAPD e sete loci de microssatélites,
Prugnole et al., 2002 demonstraram que a estrutura genética de S. mansoni é sexo
especifica. Uma estrutura genética sexo especifica pode refletir diferencas no modelo de

dispersdo entre sexos. Foi demonstrado que machos sdo distribuidos mais aleatoriamente




em ratos selvagens que os gendtipos de fémeas. Os vermes machos podem dispersar mais
que fémeas para evitar o acasalamento consangiineo, limitando, assim, o risco congénito.
Dentro do mesmo hospedeiro foi observada grande similaridade genética entre vermes
fémeas. A freqliéncia alélica de vermes machos encontrada foi diferente da freqiiéncia de
vermes fémeas. Com a analise do seis loci de microssatélites, ndo foi possivel observar,
neste trabalho, diferenga significativa quanto a variabilidade genética de vermes machos e
fémeas. Esta observacdo pode estar relacionada a auséncia de migracdo nas populagdes
estudadas, aos diferentes loci e cepas utilizadas.

A cepa LEi passou a demonstrar diferenca quanto a susceptibilidade ao PZQ a
partir da sexta geracdo. Desde entdo, vém sendo mantida em laboratério com doses
curativas de PZQ (3 x 300 mg/Kg). A auséncia da pressdo seletiva com PZQ levou a
inversdo da resisténcia em dois dos cinco isolados de pacientes do Egito que haviam
apresentado resisténcia a PZQ, durante cinco anos sob pressdo com praziquantel. Os
parasitas isolados que ndo apresentaram reversdo da resisténcia apresentaram baixa
producdo de cercarias (Willian et al., 2001b). A estabilidade de uns isolados e a reversao
de outros indicam que fatores biologicos ou genéticos que conferem a diminuicdo da
susceptibilidade ao PZQ variam entre diferentes isolados (Willian et al., 2001b). Devido
aos fatores citados acima, estd por ser determinado se ocorrerd ou ndo reversdo na cepa
LEi.

Existem, atualmente, varios conceitos de resisténcia. Segundo a organizacao
mundial da saude, resisténcia € a habilidade que o parasita tem de sobreviver ou
multiplicar-se, apesar da administracdo de uma determinada droga, em doses iguais ou
maiores do que as usualmente recomendadas. A falta de resposta & droga aparece nos
descendentes daqueles vermes que sobreviveram ao tratamento. Uma mudanca na biologia
do parasito, associada ao desenvolvimento de resisténcia a PZQ, pode afetar a transmisséo
e a patologia da infeccdo (Ling et al., 2000). O estudo de parasitos resistentes a drogas €
importante para entender a diversidade genética do parasito e para desenhar estratégias de
controle da doenca (Feng et al., 2001). A perda da variabilidade genética em uma
populagéo, por exemplo, por pressdo de droga, pode trazer problemas que variam desde a
diminuicdo do seu poder adaptativo até a sua extin¢do. No caso do S. mansoni, o nivel de
polimorfismo encontrado na populacdo e a aparente susceptibilidade ao tratamento
geralmente observada, indicam que o uso continuo do PZQ néo esta selecionando isolados

resistentes (Botros et al., 2005).




Os valores de EDs estdo sendo usados como metodologia para avaliar em cepas
de campo a susceptibilidade de PZQ. Cepas sensiveis ao PZQ apresentaram EDs, até trés
vezes menores quando comparados ao ED50 de cepas resistentes (Cioli et al., 2004;
Willian e Botros, 2004). As metodologias usadas para medir a EDsp séo variadas (Bonesso-
Sabadini e Souza-Dias, 2002; Cioli et al., 2004; Willian e Botros, 2004). Devido a estes
fatores, é necessaria a padronizacdo dos critérios de avaliacdo de susceptibilidade para que
realmente o problema da resisténcia a PZQ seja avaliado e para que medidas do controle
do desenvolvimento de resisténcia sejam tomadas. Como o PZQ é praticamente a Unica
droga sendo usada no controle da esquistossomose, a padronizacgéo e validacdo de testes de

resisténcia a drogas sdo urgentemente necessarios.




6. CONCLUSOES




A pressdo seletiva com praziquantel altera a estrutura genética da cepa de S.

mansoni LE diminuindo a sua variabilidade genética.

Os indices de F sugerem que a endogamia pode aumentar em uma populagéo de S.

mansoni com resisténcia ao PZQ induzida.

Apos seis geracOes de S. mansoni submetidas a pressdo seletiva com praziquantel

foi possivel obter uma cepa com menor susceptibilidade ao PZQ.

Os microssatélites sdo uma boa ferramenta para verificar possiveis modificacfes na

estrutura genética de uma cepa de S. mansoni com resisténcia ao PZQ induzida.

Apbs o tratamento com PZQ, ndo pode ser observada diferenca quanto a

variabilidade genética de vermes machos e fémeas de S. mansoni.

Apbs o tratamento com PZQ é possivel recuperar mais vermes machos que vermes

fémeas.

Mais de 80% dos vermes sdo recuperados no mesentério dos camundongos apds

30 dias de tratamento com PZQ.

O oograma de camundongos tratados, avaliado apds 30 dias de tratamento com

doses curativas de PZQ apresentou ovos viaveis.




7. PERSPECTIVAS




A partir da populacdo induzida a resisténcia ao PZQ (LEi) novos estudos estdo sendo
realizados:

e O EDS5O0 de LEi foi determinado e foi comparado aos valores de ED50 de 3 cepas
de S. mansoni de campo de Minas Gerais. O valor de ED50 de LEi foi maior que o

valor de ED50 de cepas de campo.

e O EDS50 de outras cepas de campo esta sendo determinado.

e Estudos de proteoma dos vermes obtidos nas populacbes LEi e LE foram
realizados. Foram identificadas proteinas diferencialmente expressas nos vermes

obtidos dessa populacdes.
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9- ANEXOS




TABELAS DE RESULTADOS DE PERFUSOES DE CAMUNDONGOS
INFECTADOS COM CEPA LE E LEi.

Resultado 1° Geragédo- Grupo LE tratado Praziquantel (2x100mg-Kg)

NUmero de | NUmero de . . NUmero de Nlmero de . .
, - - Numero de | NUmero total de - vermes |Ndmero de|Numero total| |, .
NUmero de [vermes vivos -| vermes vivos vermes vivos -| . NUmero total
camundongos | Machos no | - Fémeas no vermes- Vermes’ no Machosno | 1VOS ™ | Vermes- de V_ermes vermes
mesentério | mesentério Acasalados mesentério Figado Femeas nolAcasalados| no Figado
Figado
1 20 0 5 30 7 0 0 7 37
2 14 0 11 36 1 0 0 1 37
3 22 2 6 36 0 0 0 0 36
4 13 2 6 27 1 0 0 1 28
5 4 3 6 19 0 0 1 2 21
6 27 1 2 32 12 0 2 16 48
7 9 5 10 34 0 0 0 0 34
8 21 2 1 25 6 0 0 6 31
9 18 0 5 28 1 0 0 1 29
10 20 2 7 36 1 0 0 1 37
11 1 1 4 10 2 0 0 2 12
12 10 0 15 40 5 1 0 6 46
13 13 2 0 15 0 0 0 0 15
14 2 0 0 2 4 0 0 4 6
15 6 0 2 10 2 0 0 2 12
16 9 2 2 14 1 0 0 1 15
17 14 0 3 20 7 0 1 9 29
18 9 2 8 27 7 0 0 7 34
19 13 0 4 21 0 0 0 0 21
Total de vermes 245 24 97 462 57 1 4 66 528
X 12,8 1,26 5,1 23,84 3 0,42 0,21 3,47 27,78
Resultado 1° Geragéo- Grupo controle de Infec¢éo grupo LE
) Numerc_> de Numero_de Namero de NUmero total Numero_de Numero_de Namero de |NGmero totall.
NUmero de | vermes vivos - |vermes vivos de Vermes |vermes vivos|vermes vivos NUmero de total
. vermes- - vermes- | de Vermes
camundongos Machos no | - Fémeas no Acasalados no - Machos no | - Fémeas no Acasalados | no Figado vermes
mesentério mesentério mesentério Figado Figado
1 16 2 16 50 1 0 0 1 51
2 17 7 3 30 0 0 0 0 30
3 12 12 3 30 1 0 0 1 31
4 2 10 2 16 0 0 0 0 16
5 20 4 2 28 0 1 0 1 29
6 14 3 12 41 2 0 0 2 43
7 19 1 5 30 0 1 0 1 31
8 10 5 11 37 2 0 0 2 39
9 21 6 2 31 0 0 0 0 31
10 12 2 17 48 7 0 1 9 57
11 8 4 4 20 8 0 1 10 30
12 10 4 5 24 2 0 0 2 26
13 10 7 6 29 2 0 0 2 31
14 16 3 2 23 6 1 0 7 30
15 6 4 9 28 1 0 0 1 29
16 12 12 1 26 1 1 0 2 28
17 3 11 10 34 0 0 0 0 34
18 11 9 1 22 1 0 0 1 23
19 5 5 6 22 0 0 0 0 22
Total de vermes 224 111 117 569 34 4 2 42 611
X 11,78 5,84 6,15 29,94 1,78 0,21 0,1 2,21 32,15




Resultado 6° Geragdo- Grupo LEi tratado Praziquantel (3x300mg-Kg)

NGmero de NUmero de ] Namero NUmero de | Ndmero de ) NGmero
Namero de |vermes vivos -| “&'mes Numero de total de vermes vermes Namero de total de NUmero total
camundongos | Machosno | V'VOS~ | VETMES |\/ermesng |, VIVOS™ | VIVOS= | VEIMES: y/0 mesno vermes
mesentério Fémeas no Acasalados mesentério Ma§hos no | Fémeas no | Acasalados Figado
mesentério Figado Figado
1 1 2 0 3 0 1 0 1 4
2 8 6 5 24 0 0 0 0 24
3 0 5 1 7 0 1 0 1 8
4 3 2 4 13 1 2 0 3 16
5 0 3 0 3 0 0 1 2 5
6 4 3 3 13 2 0 2 6 19
7 4 9 1 15 0 1 0 1 16
8 1 2 0 3 1 4 0 5 8
9 11 12 7 37 1 0 0 1 38
10 4 3 0 7 2 0 0 2 9
11 4 2 4 14 0 1 0 1 15
12 1 1 2 6 2 1 0 3 9
13 0 2 0 2 0 0 0 0 2
14 6 8 2 18 0 0 0 0 18
15 2 4 1 8 1 1 0 2 10
16 4 8 4 20 0 0 0 0 20
17 4 3 4 15 1 1 0 2 17
Total de vermes 57 75 38 208 11 13 3 30 238
X 3,35 4,41 2,23 12 0,6 0,76 0,17 2 14
Resultado 6° Geragdo- Controle de Infec¢éo grupo LEi
) Numero_de NL’Jmero_de Nimero de NUmero total Nl]mero_de Nl]mero_de Nimero de INGmero totall .
NUmero de  [vermes vivos|vermes vivos de Vermes |vermes vivos|vermes vivos NUmero total
camundongos |- Machos no | - Fémeas no vermes- no - Machos no | - Fémeas no | , "ormes® de \Vermes vermes
mesentério | mesentério Acasalados mesentério Figado Figado Acasalados | no Figado
1 6 20 3 32 1 0 0 1 33
2 1 4 1 7 0 0 0 0 7
3 5 0 9 23 0 0 0 0 23
4 2 3 7 19 0 0 0 0 19
5 0 1 3 7 0 2 0 2 9
6 4 4 6 20 2 0 0 2 22
7 0 2 7 16 0 0 1 2 18
8 3 5 7 22 1 0 0 1 23
9 3 8 3 17 0 0 0 0 17
10 3 6 6 21 1 0 1 3 24
11 2 2 3 10 0 0 0 0 10
12 2 4 4 14 0 1 0 1 15
13 1 0 3 7 0 1 0 1 8
14 9 14 2 27 0 0 1 2 29
15 1 6 2 11 0 0 0 0 11
16 8 3 17 1 0 0 1 18
total de vermes 50 82 69 270 6 4 3 16 286
X 3,12 51 4,31 17 0,37 0,25 0,18 1 18

Resultado 6° Geragdo- Controle de Infeccéo grupo LE




Namero de | Nimero de ) NGmero Ndmero de | Nimero de ) NGmero
NGmero de vermes vermes | Namero de total de vermes vermes | Namero de total de NGmero
camundongos |, ,Vvo5 " VIVOS= | VEIMES™ | \/ermesno |, V' VOS VIVOS= | VETMES™ 1\ ermes no |total vermes
Machos no | Fémeas no | Acasalados .. | Machos no | Fémeas no | Acasalados -
mesentério | mesentério mesenterio Figado Figado Figado
1 8 9 4 25 1 4 0 5 30
2 13 9 4 32 1 4 0 5 37
3 13 12 9 43 0 4 0 4 47
4 10 11 1 23 3 3 0 6 20
5 8 10 3 24 1 3 0 4 28
6 9 24 7 47 0 1 0 1 48
7 21 35 5 66 1 0 0 1 67
8 13 24 9 55 0 0 0 0 55
9 9 12 4 29 0 4 0 4 33
10 17 20 6 49 0 0 0 0 49
11 16 29 7 59 0 5 0 5 64
12 10 15 2 29 0 0 0 0 29
13 10 16 8 42 0 1 0 1 43
14 14 30 11 66 0 1 0 1 67
15 8 14 3 28 2 1 0 3 31
16 10 13 2 27 0 9 0 9 36
17 26 17 3 49 0 2 2 6 55
18 27 21 3 54 0 0 0 0 54
19 16 15 0 31 2 5 0 7 38
20 5 9 2 18 1 1 0 2 20
[Total de vermes 263 345 93 796 12 48 2 64 851
X 13,15 17,25 4,65 40 0,6 2,4 0,1 3 43
Resultado 6° Geragédo- Grupo LE tratado Praziquantel (3x300mg-Kg)
Numero de | Numero de . NUmero de | Nimero de .
NGmero de vermes vermes | NUmero de ’t\ggzrg vermes vermes | NUmero de It\lolg;%r: Namero total
camundongos Vivos - Vivos - vermes- |\ e no | Vivos - Vivos - vermes- |\ ec o vermes
Machog no | Fémeas no Acasalados mesentério Ma§hos no | Fémeas no | Acasalados Figado
mesentério | mesentério Figado Figado
1 7 1 6 20 1 0 0 1 21
2 4 12 0 16 0 0 0 0 16
3 9 10 2 23 0 0 0 0 23
4 5 5 4 18 0 3 1 5 23
5 2 3 0 5 0 0 0 0 5
6 8 7 8 31 2 0 0 2 33
7 1 2 0 3 0 1 0 1 4
8 0 1 0 1 0 1 0 1 2
9 3 7 12 34 0 1 0 1 35
10 5 10 3 21 1 0 0 1 22
11 8 11 8 35 0 0 0 0 35
12 3 6 8 25 0 0 0 0 25
13 3 7 0 10 0 0 0 0 10
14 4 3 1 9 1 0 0 1 10
15 3 12 3 21 0 1 0 1 22
16 1 3 3 10 0 0 0 0 10
17 2 4 5 16 1 1 0 2 18
18 3 3 1 8 0 0 0 0 8
19 2 2 0 4 0 1 0 1 5
total de vermes| 73 109 64 310 6 9 1 17 327
X 38 5,7 3,36 16 031 | 047 [ 0,05 1 17

Resultado 7° Geragéo- Grupo LEi tratado Praziquantel (3x300mg-Kg)




Nimero de | Nimero de . Nimero de | Ndmero de ,
vermes vermes | NUmero de Numero vermes vermes | NUmero de Numero
NUmero de Vivos - Vivos - vermes- total de Vivos - Vivos - vermes- total de Nimero
A Vermes no A Vermes no |total vermes
camundongos | Machos no | Fémeas no | Acasalados .. | Machos no | Fémeas no | Acasalados .
- - mesentério " - Figado
mesentério | mesentério Figado Figado
1 2 5 15 37 0 1 0 1 38
2 2 10 16 44 0 1 1 3 47
3 1 17 15 48 1 17 9 36 84
4 0 1 33 67 0 0 0 0 67
5 8 8 17 50 0 1 1 3 53
6 8 11 17 53 0 3 0 3 56
7 2 8 8 26 1 5 1 8 34
8 1 14 16 47 0 0 0 0 47
9 9 18 15 57 1 1 0 2 59
10 6 15 27 75 0 0 0 0 75
11 5 22 11 49 0 6 0 6 55
12 6 11 16 49 0 1 0 1 50
13 3 3 3 12 1 4 7 19 31
14 7 14 37 95 1 4 5 15 110
15 6 7 18 49 0 3 1 5 54
16 24 30 21 96 0 0 0 0 96
17 5 14 17 53 0 4 2 8 61
18 1 6 2 11 2 5 4 15 26
total de vermes 96 214 304 918 7 56 31 125 1043
X 5,33 11,88 16,88 51 0,38 3,11 1,72 7 58
Resultado 7° Geragéo- Controle de Infec¢éo grupo LEi
NUmero de | NUmero de , Nimero de | Nimero de ,
, Numero , Numero
. vermes vermes | NUmero de vermes vermes | NUmero de .
NUmero de - - total de - : total de NUmero
Vivos - Vivos - vermes- Vivos - Vivos - vermes-
camundongos R Vermes no R Vermes no |total vermes
Machos no | Fémeas no | Acasalados - | Machos no | Fémeas no | Acasalados .
- - mesentério y . Figado
mesentério | mesentério Figado Figado
1 12 60 3 78 0 5 0 5 83
2 7 7 15 44 0 0 0 0 44
3 26 27 88 1 12 0 13 101
4 10 18 32 92 1 2 0 3 95
5 24 26 20 90 0 1 0 1 91
6 20 41 14 89 1 2 0 3 92
7 18 32 11 72 0 0 0 0 72
8 12 10 11 44 1 1 0 2 46
9 2 5 0 7 0 0 0 0 7
10 12 30 14 70 0 2 1 4 74
11 13 15 5 38 0 1 0 1 39
12 14 33 11 69 0 1 0 1 70
total de vermes 152 303 163 781 4 27 1 33 814
X 12,6 25,25 13,58 65 0,33 2,25 0,08 3 68




Resultado 7° Geragéo- Grupo LE tratado Praziquantel (3x300mg-Kg)

NUmero de | Nimero de ] Namero NUmero de | Ndmero de ) NGmero
NUmero de vermes Vermes Namero de total de Vermes vermes Namero de total de NUmero total
camundongos | , VoS - VINVOS = ) VEIMES” | \ermesno |, V05 - VIVOS - VErMes- | \ermes no vermes
Machos no | Fémeas no | Acasalados .« | Machos no | Fémeas no | Acasalados :
mesentério | mesentério mesenterio Figado Figado Figado
1 7 2 3 15 0 0 0 0 15
2 9 4 3 19 0 1 0 1 20
3 15 15 19 68 0 0 0 0 68
4 4 3 12 31 0 0 0 0 31
5 7 4 10 31 0 0 0 0 31
6 12 7 7 33 0 0 1 2 35
7 4 3 2 11 1 0 0 1 12
8 19 10 26 81 10 4 2 18 99
9 29 8 14 65 0 0 0 0 65
10 7 12 6 31 1 0 0 1 32
11 19 13 12 56 3 1 2 8 64
12 1 1 12 1 0 1 3 15
13 2 3 1 7 1 0 0 1 8
14 8 6 15 44 1 0 0 1 45
15 10 4 3 20 5 0 0 5 25
16 6 7 16 45 2 0 2 6 51
17 21 3 21 66 0 0 2 4 70
18 18 1 14 47 5 0 1 7 54
19 1 1 12 26 1 0 3 7 33
total de vermes 199 107 201 708 31 6 14 65 773
X 10,47 5,63 10,57 37 1,63 0,31 0,73 3 40
Resultado 7° Geragéo- Grupo LE controle de Infecgéo
NUmero de | NGmero de ) NGmero NUmero de | NUimero de ) NGmero
Nlmero de vermes vermes Numero de total de vermes vermes NUmero de total de NGmero
camundongos | . VOS VIVOS - VErMes- | \vermesno | , ,/HO0S VIVOS - VErMeS= 1 \ermes no |total vermes
Machog no Femeas’ no Acasalados mesentério Maghos no Femeas no | Acasalados Figado
mesentério | mesentério Figado Figado
1 19 14 18 69 5 1 0 6 75
2 15 11 10 46 6 2 0 8 54
3 35 28 10 83 0 0 0 0 83
4 25 19 20 84 2 2 0 4 88
5 32 20 19 90 6 3 2 13 103
6 41 10 24 99 4 2 0 6 105
7 22 19 13 67 2 0 2 6 73
8 16 14 19 68 1 2 0 3 71
9 19 16 12 59 1 0 1 3 62
10 20 12 12 56 4 2 0 6 62
11 41 28 10 89 9 3 0 12 101
12 25 15 20 80 2 1 0 3 83
13 5 4 3 15 0 1 1 3 18
14 32 17 8 65 3 2 3 11 76
15 49 35 12 108 5 3 2 12 120
16 32 28 3 66 3 0 1 5 71
17 29 20 11 71 2 0 0 2 73
18 38 30 8 84 2 1 0 3 87
19 24 20 5 54 4 2 1 8 62
total de vermes 519 360 237 1353 61 27 13 114 1467
X 27,31 18,94 12,47 71 3,21 1,42 0,68 6 77




