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Resumo

Existem trés importantes espécies do género Schistosoma que parasitom o homem:
Schistosoma mansoni, S. japonicum e S. haematobium. Juntas, estas espécies sao
responsaveis pela infeccéo crénica de aproximadamente 200 milhGes de pessoas e mais de
200.000 mortes anuais em todo o mundo ocorrem como resultado direto ou indireto da
esquistossomose. A Unica droga para o tratamento em massa da esquistossomose € o
Praziquantel® (PZQ) que tem sido utilizada com sucesso por mais de 40 anos. PZQ é uma
droga eficiente, entretanto com algumas limitagdes, e o desenvolvimento de resisténcia tem
sido discutido. Visando uma solucdo, informacdes dos genomas recentemente
sequenciados destes parasitos foram utilizadas para identificar potenciais alvos para o
desenvolvimento de drogas alternativas. Proteinas quinases eucaribticas (ePKs) sao
atrativos alvos para o desenvolvimento de drogas em varios sistemas bioldgicos e portanto
tornaram-se alvo deste estudo. Uma via de sinalizacdo estudada pelo nosso grupo é a de
MAPK. A protec@o contra o estresse oxidativo é necesséria para a homeostase do parasito
e regulada, em outros organismos, pela acdo da proteina p38 que participa da via de MAPK.
Portanto, nos propomos avaliar o papel da via de sinalizagdo p38 MAPK no
desenvolvimento do S. mansoni e na protecdo contra 0 estresse oxidativo. Trés principais
perguntas alicercam o nosso trabalho: 1. a via de p38 MAPK é importante para a
homeostase do parasito? 2. a via de p38 MAPK ¢é importante para a sobrevivéncia do
parasito frente ao estresse oxidativo? 3. quais genes alvos da via de p38 MAPK tém a
expressao regulada? Apos significante redugé@o nos niveis de transcritos de p38 MAPK por
RNAI, nenhum fenétipo claro foi observado em esquistossdbmulos mantidos in vitro. Sendo
assim, camundongos foram infectados com esquistossémulos silenciados ou inibidos e o
desenvolvimento dos vermes adultos foi observado. Demonstramos que p38 MAPK exerce
um importante papel no desenvolvimento e sobrevivéncia dos parasitos, uma vez que um
baixo numero de vermes adultos foi recuperado, a producdo dos ovos diminuiu
drasticamente, o tegumento dos vermes sobreviventes foi danificado e vermes fémeas
exibiram ovérios subdesenvolvidos. Além disso, apenas 13% dos ovos produzidos se
desenvolveram em ovos maduros. Nossos resultados sugerem que a inibicdo da atividade
de p38 MAPK interfere na protecdo do parasito contra espécies reativas de oxigénio e
também demonstram que p38 MAPK e glutamato-cisteina-ligase sao superexpressas apos
inducdo de estresse oxidativo. Juntos, nossos dados demonstram que a via de sinalizacao
p38 MAPK é uma rota criticamente importante e pode representar alguns alvos terapéuticos

atrativos para o tratamento da esquistossomose.
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Abstract

There are three important Schistosoma species parasitizing humans: Schistosoma
mansoni, S. japonicum and S. haematobium. Together, they are responsible for the chronic
infection of 200 million people and over 200,000 annual deaths worldwide. The only drug to
treat schistosomiasis is Praziquantel® (PZQ) that has been used for over 40 years. Although
PZQ is an efficacious drug, with some limitations, and resistance development is of concern.
To contribute to a solution, various information of the recently sequenced genomes of these
parasites was used to identify potential targets for the development of an alternative drug.
Since eukaryotic protein kinases (ePKs) are good medical targets for drug development in
different biological systems, they have become the focus of this study. A signaling pathway
studied by our group is to MAPK. Protection against oxidative stress is necessary for S.
mansoni homeostasis and regulated in other species by the action of p38 MAPK signaling
pathway. Therefore, we propose to assess the role of p38 MAPK signaling pathway in the
development of S. mansoni and protection against oxidative stress. Tree main questions
drive this work: 1. the p38 MAPK signaling pathway is required for S. mansoni homeostasis?
2. the p38 MAPK signaling pathway is crucial for the parasite survival against oxidative
stress? 3. which target genes of p38 MAPK signaling pathway have expression regulated?
After a significant reduction in the transcription level by gene silencing of the p38 MAPK, no
visible phenotypic changes were reported in schistosomula in culture. Therefore, mice were
infected with the silenced or inhibited schistosomula and the development of adult worms
was observed. It was showed that p38 MAPK has an important role in transformation and
survival of the parasites as low number of adult worms was recovered, the egg production
was significantly lower, the tegument of survived worms was damaged, and female worms
had underdeveloped ovaries. Furthermore, only = 13% of the eggs produced develop into
mature eggs. Our results suggest that inhibition of the p38 MAPK activity interfere in
protecting parasites against reactive oxygen species and also demonstrate that p38 MAPK
and glutamate-cysteine-ligase are overexpressed in parasites after exposition to oxidative
stresses. Together our data show that p38 MAPK signaling pathway is a critically important
route and may represent an attractive therapeutic target for the treatment and control of

schistosomiasis.
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1. Introducéo

1.1 A esquistossomose

A esquistossomose, causada por platelmintos do género Schistosoma, é uma doenca
parasitaria cronica, debilitante e em alguns casos fatal, afetando individuos principalmente
em &reas rurais. A parasitose é endémica em 76 paises tropicais e subtropicais, atingindo
mais de 200 milhdes de individuos, sendo 170 milhdes na Africa Sub-Saariana e outros 30
milhdes no Norte da Africa, Asia e América do Sul. Estima-se que no mundo 600 milhdes de
pessoas estejam sob risco de infeccdo (Goldberg 2007), sendo 6 a 12 milhdes somente no

(Katz and Peixoto 2000).

O agente da esquistossomose foi descoberto em 1851, pelo médico alemédo Theodor
Bilharz. Em 1913, o hospedeiro intermediario foi identificado e o ciclo de vida do parasito
descrito e reproduzido em laboratério (Foster 1965). Varias espécies de Schistosoma ja
foram identificadas: S. bovis, S. curassoni, S. edwardiense, S. haematobium, S.
hippopotami, S. incognitum, S. indicum, S. intercalatum, S. japonicum, S. leiperi, S.
malayensis, S. mansoni, S. margrebowiei, S. mattheei, S. mekongi, S. nasale, S. ovuncatum,
S. rodhaini, S. sinensium e S. spindale. As trés espécies mais importantes para a saude
humana, S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum, tém distribuicdo geograficas
diferentes ou localizac¢des topograficas distintas no organismo do hospedeiro definitivo, além
de caracteristicas morfol6gicas e fisioldgicas peculiares (Lawton, Hirai et al. 2011). O foco
deste trabalho é S. mansoni, Unica espécie do género encontrada no Brasil.

A espécie S. mansoni ocorre principalmente na Africa, América Latina e Antilhas (Figura
1). A infeccao causada por esta espécie € denominada esquistossomose mansoénica ou
intestinal, pela localizacdo dos parasitos nas vénulas da parede do intestino grosso,
sigmoide e reto, com sintomas predominantemente intestinais. Nos casos mais graves, ha
envolvimento hepatoesplénico e hipertensdo no sistema porta (Rey 1991). A
esquistossomose mansénica foi introduzida no Brasil pelo trafico de escravos, que foi
confirmado por estudos de diferenciacao génica e isoenzimaticos entre parasitos do velho e
novo mundo (Despres, Imbert-Establet et al. 1993).

O controle da esquistossomose vem sendo realizado através de intervencdes quimicas
e/ou biolégicas de eliminacdo do hospedeiro intermediario, através de obras de engenharia
sanitéria, possibilitando o aporte adequado de agua para as casas e a adequada eliminagéo
dos dejetos, através de campanhas de educacdo para a saude, fazendo com que as
populacdes residentes em zonas endémicas ndo apenas tenham consciéncia do problema,
mas modifiguem seu comportamento e, principalmente, através do tratamento com drogas

como o Praziquantel® (PZQ), que representa a Unica droga usada em larga escala para o
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tratamento da doenga (Hotez, Savioli et al. 2012). Embora existam mdltiplas alternativas
para o controle desta parasitose, 0s Ultimos dados mostram que a prevaléncia da doenca
permanece inalterada em regides endémicas, devido, na maioria das vezes, aos altos niveis
de re-infec¢do de individuos ja tratados e ao aparecimento de popula¢gbes de parasitos

naturalmente resistentes ao tratamento (Siddiqui, Siddiqui et al. 2011).
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Figura 1. Distribuicdo global da esquistossomose. S. mansoni € encontrado
principalmente na Africa Sub-Saariana, Brasil, Suriname, Venezuela e Caribe, com menor
frequéncia no Egito e peninsula da Arabia. S haematobium tem maior prevaléncia na Africa
Sub-Saariana, Egito, Sudado e peninsula da Arabia. S. japonicum encontra-se ao longo dos
lagos e rios centrais da China, em Mindanao, Leyte, em algumas outras ilhas das Filipinas e
em pequenas regides na Indonésia. S. mekongi é encontrado na Bacia Central Mekong,

Laos e Camboja. S. intercalatum abrange a Africa ocidental e central (Gryseels et al. 2006).

Como j& mencionado, o tratamento atual para as esquistossomoses é baseado
principalmente no PZQ, que foi introduzido aproximadamente ha 25 anos e se apresenta
seguro, bem tolerado e efetivo em dose Unica (Gryseels and De Vlas 1996, Cioli and Pica-
Mattoccia 2003, Doenhoff and Pica-Mattoccia 2006). Entretanto, falhas no tratamento tém
sido reportadas e creditadas ao grande numero de parasitos imaturos, a rapidez da
reinfeccao (Cioli 2000, Gryseels, Mbaye et al. 2001) e a possivel resisténcia dos parasitos a

droga (Gryseels and De Vlas 1996, Cioli and Pica-Mattoccia 2003). A Oxaminiquina pode
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ser usada como droga alternativa para o tratamento das esquistossomoses. Entretanto, ndo
apresenta efeitos contra o S. haematobium, pode provocar efeitos colaterais pronunciados,
tem um custo bem mais elevado que o PZQ (Gryseels and De Vlas 1996), além dos relatos
sobre a resisténcia de parasitos a esta droga (Cioli, Pica-Mattoccia et al. 1992).

Embora consideremos que o0 caminho mais adequado para o0 controle da
esquistossomose seja a melhoria do saneamento basico associada ao tratamento com
drogas, é necessario reconhecer as dificuldades politicas e econdmicas do momento, que
impedem ou dificultam o uso destas medidas nos paises em desenvolvimento. Portanto, a
vacina poderia ser também um instrumento complementar de controle da esquistossomose.
Nos ultimos anos, grandes avancos nho nivel molecular do Schistosoma foram alcancados
gracas ao crescimento das tecnologias "6micas”. O secretoma desses parasitos tem sido
caracterizado utilizando gendmica, transcritbmica, protedmica (Cass, Johnson et al. 2007) e,
além disso, novas técnicas para manipulacdo genética (Alrefaei, Okatcha et al. 2011,
Beckmann and Grevelding 2012) e silenciamento génico (Pereira, Evangelista et al. 2013)
estdo sendo propostas. Todas essas novas tecnologias associadas as ultimas abordagens
propostas para a descoberta de antigenos, conhecidas como imundémica (Driguez, Doolan et
al. 2010), contribuem expressivamente para a elucidacdo de uma vacina efetiva contra o
Schistosoma. Diante de tantos esforcos, alguns antigenos potencialmente candidatos a
vacina para a esquistossomose foram sugeridos, porém nenhum deles apresentou um nivel
de protecéo efetivo (Hotez, Bethony et al. 2010). Ademais, todas as medidas de controle da
esquistossomose disponiveis até o presente momento apresentam falhas e, portanto, o
desenvolvimento de uma nova droga anti-schistotoma é uma realidade que nao pode ser

desprezada.

1.2 O S. mansoni: Caracteristicas adaptativas e ciclo biol6égico

A espécie S. mansoni representa um grupo taxonbmico de parasitos digenéticos,
pertencentes ao filo Platelminto, classe Trematoda, ordem Digenea, familia
Schistosomatidae e género Schistososma. S. mansoni é amplamente abundante e sua
ocorréncia esta associada a expressiva distribuicdo de espécies de moluscos do género
Biomphalaria susceptiveis a infeccdo (Morgan, Dejong et al. 2001). O ciclo biolégico do S.
mansoni € bastante complexo alternando entre estagios de vida livre e estagios parasitarios
gue se desenvolvem em diferentes hospedeiros (Figura 2).

Milhares de cercérias sdo produzidas por um unico esporocisto durante a reproducéo
assexuada no hospedeiro intermediario (caramujos do género Biomphalaria), que as liberam
de forma intermitente. A saida das cercarias do hospedeiro intermediario é induzida pela luz,

portanto a liberacdo ocorre preferencialmente nas horas mais claras do dia. Quando
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madura, a cercaria € liberada pelo caramujo em ambiente aquatico e esta apta a infectar
hospedeiros definitivos, representados por diferentes espécies de mamiferos, incluindo o
homem (Martins 1958). A cercaria mede cerca de 0,5 mm em comprimento e tem como
caracteristica uma cauda bifurcada. Na &gua, acusa geotropismo negativo, fototropismo
positivo e tende a acumular-se sob a superficie liquida (Rollinson and Southgate 1987). Uma
vez que ndo se alimentam, possuem uma grande reserva de glicogénio e precisam
encontrar um hospedeiro vertebrado num periodo de 36-48 horas (Mahmoud 2001). Quando
encontram um hospedeiro apropriado, penetram pela sua pele ou mucosa liberando a
cauda. A capacidade invasora das larvas depende de um esforco mecanico e da acéo
quimica exercida pela secrecdo das glandulas cefalicas de penetracdo. A acdo mecanica
ocorre por auxilio de uma ventosa oral. A agdo quimica ocorre por proteases, do tipo
colagenases e elastases, ou por enzimas que sdo ativas contra as glicoproteinas da pele.
ApOs a penetracdo, a cercéria passa por mudangas na conformag¢do da membrana, que se
torna pentalaminada e no metabolismo, que se torna principalmente anaerébico (Rollinson
and Southgate 1987), iniciando-se desta forma, o processo de transformacdo em
esquistossémulos.

Ap6s permanecerem na pele por um tempo variavel, de minutos a 24 horas, 0s
esquistossdmulos iniciam a migracao pelo corpo do hospedeiro vertebrado, caso ndo sejam
destruidos pelo sistema imune do proprio hospedeiro. Os esquistossdmulos utilizam as
secrecgOes liticas das glandulas cefalicas para penetrar nos vasos cutaneos. Através da
circulagéo, eles chegam ao coracdo e aos pulmdes em cinco dias, tornando-se mais longos
e delgados, o que facilita a sua migracdo através da rede vascular pulmonar. Do pulméo, os
esquistossdbmulos voltam ao coracdo e sdo enviados pela circulacdo geral a todas as partes
do corpo do hospedeiro. Somente quando alcancam o sistema porta intra-hepéatico podem
se diferenciar em vermes adultos (Rollinson and Southgate 1987). Quatro semanas apés a
infeccdo, a maioria dos vermes encontra-se maduros e prontos para se acasalarem. Os
vermes acasalados deslocam-se ativamente contra a corrente circulatéria do sistema porta e
migram para as veias mesentéricas pélvicas. As localizagfes habituais sédo as vénulas da
parede do reto, sigmdide e intestino grosso (Foster 1965).

Os vermes adultos tém aproximadamente 1 centimetro em comprimento, se alimentam
de plasma e células do sangue venoso, sdo delgados e longos, e caracterizados por terem
duas ventosas, uma oral e uma ventral (Mahmoud 2001). A fémea é mais fina, cilindrica e
longa que o macho, existindo também diferengas fisiologicas e antigénicas entre macho e
fémea. O par estd em constante associacao, encontrando-se a fémea no canal ginecéforo
do macho, portanto a fémea depende do contato com o macho para completar a sua

maturacao (Loverde and Chen 1991).
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A maior parte da energia das fémeas é gasta na producéo de ovos. Cerca de 300 ovos
de S. mansoni sao liberados a cada dia por casal de vermes em espécies de roedores
infectados, sendo que este niumero pode aumentar em primatas (Cheever, Mosimann et al.
1994). A producdo de ovos comeca 30 a 40 dias apos a infeccdo. Os ovos medem
aproximadamente 142um em comprimento e 60um em largura. A forma caracteristica do
ovo de S. mansoni é a presenca de uma espicula lateral. Os ovos sao eliminados para o
ambiente através das fezes de individuos infectados. No momento da ovoposicdo o
desenvolvimento embrionario é ainda incompleto, requerendo mais seis ou sete dias para
completar-se. A expectativa de vida dos ovos maduros é de aproximadamente 20 dias e os
miracidios morrem caso a eclosao ndo se complete dentro de trés a quatro semanas apoés a
ovoposi¢ao (Rollinson and Southgate 1987).

Muitos dos ovos ndo ultrapassam a parede intestinal e sdo levados a 6rgéos e tecidos
do hospedeiro pela corrente sanguinea. A presenca destes ovos nos tecidos resulta na
formacéo de granuloma, resultante da resposta do sistema imune do hospedeiro. A resposta
de hipersensibilidade retém antigenos citotoxicos e mata o ovo, mas também causa danos
ao tecido, sendo responsavel pela manifestacdo clinica da esquistossomose croénica. O
orgdo mais atingido é o figado, entretanto o baco também € um érgéo bastante prejudicado
(Warren and Domingo 1970).

Os miracidios liberados ap0s a eclosdo dos ovos apresentam uma forma piriforme e
medem aproximadamente 70um em largura por 160um em comprimento. Seu corpo €&
coberto por células anucleadas ciliadas e possui na sua extremidade anterior organelas
sensoriais. Os miracidios possuem geotropismo negativo e fototropismo positivo, que o
auxilia na localizacdo do hospedeiro intermediario, além de ser atraido por substancias
guimicas eliminadas pelo préprio caramujo. A infeccdo dos moluscos deve ocorrer em 24
horas (Foster 1965). O miracidio penetra no hospedeiro intermediario especifico por
movimentos rotatorios e agéo litica. Apos penetragdo, os miracidios sofrem uma perda do
revestimento epitelial e dos 6rgédos de penetragdo e, em seguida, atrofia da musculatura.
Por volta do oitavo dia apds penetracdo nos moluscos, 0s miracidios apresentam-se como
um tubo enovelado, imovel, repleto de células germinativas em multiplicacéo e transformam
em esporocisto (Mahmoud 2001).

O esporocisto mae ou primario apresenta grandes células germinativas isoladas ou
agrupadas. Por volta da segunda semana, esporocistos primarios rompem-se pra liberar
esporocistos secundarios ou filhos, em ndmero de 20 a 40. Os esporocistos secundarios
também apresentam células germinativas em constante multiplicacdo. Os aglomerados
celulares se diferenciam para formar cercarias. Os esporocistos podem formar varias
geracbes de cercarias. A transformacdo dos esporocistos em cercarias ocorre apenas

quando atingem sua localizacdo permanente, nas glandulas digestivas do caramujo. As
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cercérias deixam o hospedeiro intermediario em busca do hospedeiro definitivo, reiniciando
o ciclo de vida do S. mansoni (Rollinson and Southgate 1987) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo bioloégico do S. mansoni. Os ovos sdo eliminados juntamente com as
fezes do hospedeiro infectado (1). Em condic¢des ideais de luz, temperatura e hipotonicidade
0s miracidios eclodem (2), nadando livremente em busca de moluscos do género
Biomphalaria (3). Os estagios no molusco incluem duas geracdes de esporocistos e a
producéo de cercérias (4). As cercarias séo liberadas pelo molusco em ambiente aquatico
em busca do hospedeiro definitivo (5). Apds penetragdo (6), as cercarias perdem sua cauda
bifurcada, transformando-se em esquistossdmulos (7). Os esquistossémulos migram atraves
de diversos tecidos até alcancarem o sistema porta intra-hepético (8), se diferenciando em
vermes adultos maduros e acasalados (9). Os ovos produzidos pelas fémeas sdo movidos
progressivamente para o limen do intestino e séo eliminados com as fezes do hospedeiro.
Adaptado de Shebel e colaboradores (Shebel, Elsayes et al. 2012).
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1.3 O “universo” quinase

1.3.1 Proteina quinases eucariéticas

Proteina quinases eucaridticas (ePKs) compreendem enzimas mediadoras de sinais
em resposta a estimulos externos que controlam fungdes biolégicas essenciais, tais como:
replicacdo, controle do ciclo celular, transcricdo génica, rearranjos do citoesqueleto,
apoptose, estresse oxidativo e metabolismo energético (Hanks, Quinn et al. 1988). O
processo bioldgico comum a todas ePKs €& a fosforilagdo, que ocorre através da
transferéncia de um grupo fosfato a partir de uma molécula de ATP para aminoacidos
especificos de um substrato que possuam o grupo hidroxila livre (usualmente residuos de
serina, tirosina e treonina) (Hanks and Hunter 1995). O fosfato é carregado negativamente,
0 que leva & mudancga na conformagédo da proteina, causando modificagfes na sua estrutura
e consequentemente na sua atividade. A atividade das ePKs é regulada por autofosforilacéo
ou pela fosforilagdo por outras quinases.

A assinatura proteica das ePKs é a presenca do dominio catalitico, responséavel pela
fosforilagéo de substratos. O dominio catalitico se divide em 12 subdominios compostos por
aminoacidos individuais ou motivos proteicos altamente conservados (Hanks and Quinn
1991). Vérios representantes de ePks possuem além do dominio catalitico a ocorréncia de
dominios acessarios que asseguram a diversidade funcional dessas enzimas.

De acordo com os sitios de reconhecimento do substrato, ePKs séo divididas em
duas grandes classes: serina treonina quinases (STKSs) e tirosina quinases (TKs). Proteina
quinases de dupla especificidade (hibridas), que fosforilam representantes de ambas as
classes, também sé@o encontradas (Tabela 1). ePKs foram classificadas em oito grupos com
base na similaridade da sequéncia do dominio catalitico, na presenca e similaridade dos
dominios acessoérios e de acordo com o modo de regulagcédo (Andrade, Nahum et al. 2011)
indicado na Tabela 1. O grupo nomeado Other, representa membros que ndo possuem
guaisquer assinaturas proteicas que favorecam sua classificagdo em grupos e/ou familias ja

conhecidas.
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1.3.2 O quinoma de S. mansoni

O termo quinoma (traducdo do inglés, kinome) foi cunhado por Manning e
colaboradores (Manning, Whyte et al. 2002) para descrever o conjunto de proteina quinases
expresso pelo genoma nuclear de um organismo.

Abordagens baseadas em familias génicas para a descoberta de drogas e validagéo
de alvos estdo sendo propostas para o quinoma humano (ter Haar, Walters et al. 2004), e
mais recentemente para o quinoma de Plasmodium falciparum (Apicomplexa: Aconoidasida)
(Lucet, Tobin et al. 2012). A necessidade de novas drogas contra o Schistosoma é uma
realidade amplamente difundida na comunidade cientifica. Portanto, acreditamos fortemente
gue explorar potencias alvos representados pelo quinoma de S. mansoni seja uma
estratégia bastante promissora.

O quinoma de S. mansoni é formado por 252 ePKs que correspondem a 1,9% do
proteoma predito do parasito (Andrade, Nahum et al. 2011). S. mansoni possui ePKs de
todos os grupos de proteina quinases e grande parte dessas enzimas foram claramente
agrupadas a ePKs de outros eucariotos de acordo com andlises filogenéticas. Nenhuma das
ePKs séo exclusivas de S. mansoni e expansfes de familias proteicas também n&o foram
encontradas no quinoma deste parasito. Até o presente momento, apenas 17 ePKs de S.
mansoni foram estudas experimentalmente, 12 sdo preditas como inativas para catalise e a
classificacdo de aproximadamente 2% das ePKs deste parasito permanece desconhecida.
Algumas dessas ePKs foram preditas como efetoras de func¢des essenciais ao S. mansoni e,
portanto, apontadas como potenciais alvos para o desenvolvimento de drogas (Andrade,
Nahum et al. 2011).

Tabela 1: Classificacdo das proteina quinases (Andrade, Nahum et al. 2011. Adaptado de
Hanks, Quinn et al. 1988).

Superfamily Class Group
AGC
] ) CaMK
Serlne./Threonlne CMGC
Kinases
STE
Eukaryotic Protein Kinases CK1
(ePKs)
. . TK
Tyrosine Kinases
RGC
. TK like
Hybrid
Other
Atypical Protein Kinases Atypical

(aPKs)
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1.3.3 Sinalizacao celular no desenvolvimento de S. mansoni

Como ja mencionado, o ciclo de vida do S. mansoni é bastante complexo e a
percepcédo de sinais externos é crucial para que ocorram mudancas bioquimicas, fisioldégicas
e morfologicas, assegurando o perfeito desenvolvimento do parasito. Vermes adultos de S.
mansoni podem ser bastante longevos, podendo sobreviver por décadas no organismo
parasitodo, utilizando de suas biomoléculas como fonte de alimento, energia e também
como moléculas sinalizadoras (Vermund, Bradley et al. 1983).

Vérios trabalhos sugerem o envolvimento de complexas redes de sinalizacéo celular
na relacdo parasito-hospedeiro, a saber: Amiri e colaboradores mostraram que TNF-a do
hospedeiro é requerido pelo parasito para a producéo de ovos (Amiri, Locksley et al. 1992).
Ademais, IL-7 disponibilizada também pelo hospedeiro é essencial para o crescimento dos
vermes e fecundagéo dos ovocitos (Wolowczuk, Roye et al. 1999). Receptores para TGF-
sdo expressos na superficie do tegumento sincicial de S. mansoni e sugere a utilizacdo
deste fator do hospedeiro pelo parasito (Davies, Shoemaker et al. 1998). Fato bastante
interessante ocorre em hospedeiros imunodeprimidos, em que o desenvolvimento do S.
mansoni € mais lento. Possivelmente o parasito aguarda por melhores condigbes do
hospedeiro, para entdo finalizar o seu processo de crescimento, acasalamento e
fecundidade. Estes resultados indicam que o parasito esta totalmente adaptado ao meio,
requerendo proteinas imunoreguladoras do hospedeiro como sinais para seu
desenvolvimento (Amiri et al. 1992).

A sinalizagdo celular sincronica também € essencial para maturacdo sexual de
vermes adultos. Além da fémea requerer o contato com o macho para atingir a maturagéo
sexual, sabemos que esse processo depende da transferéncia de moléculas sinalizadoras,
como horménios esterdides, que sao captadas por receptores do parasito (Kunz 2001).
Ademais, quando as fémeas sdo separadas dos seus parceiros, a transcricdo de alguns
genes responsaveis pela diferenciacdo dos vitelocitos € interrompida (Kunz 2001). O
desenvolvimento reprodutivo do macho ndo depende da interacdo com a fémea. No entanto,
o0 macho necessita da fémea para regular a producdo da enzima antioxidante glutationa e
para a sintese de lipideos (Cazaubon, Bornancin et al. 1994).

As interacbes moleculares entre o parasito e seu hospedeiro dita 0 sucesso ou a
falha no estabelecimento da infeccdo. Estes fendmenos requerem comunicacdes celulares
mediadas por refinados processos de transducao de sinal. Proteina quinases representam a
principal familia de enzimas mediadoras da comunicagéo celular em eucariotos. Portanto,
acreditamos fortemente que essas proteinas sédo responsaveis por estabelecer sofisticadas
redes de sinalizag&o celular que coordenam o desenvolvimento de todas as fases evolutivas

do S. mansoni.
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1.3.4 Sinalizacdo molecular mediada por p38 MAPK

Proteinas MAPKs (do inglés, Mitogen-Activated Protein Kinases) representam uma
familia de serina/treonina quinases pertencentes ao grupo CMGC (Hanks, Quinn et al.
1988). Vias de sinalizacdo MAPKs s&o evolutivamente conservadas entre eucariotos e
participam de uma diversidade de processos biolégicos essenciais, incluindo controle do
ciclo celular, proliferacdo de células, apoptose, ativacdo do sistema imune e protecao contra
0 estresse oxidativo (Seger and Krebs 1995). De acordo com a similaridade no nivel da
sequéncia primaria de aminoacidos e o modo de ativacdo, membros da familia MAPK sé&o
divididos em trés subfamilias: ERK (do inglés, extracellular-signal-regulated kinase); JNK (do
inglés, c-Jun amino-terminal kinase) e p38 (Hanks and Hunter 1995).

A via de sinalizagéo p38 MAPK ¢ alvo deste estudo, em que propomos investigar o
seu envolvimento no desenvolvimento de S. mansoni e na prote¢cdo contra 0 estresse
oxidativo. Nossas motivagfes foram alimentadas pelo crescente numero de trabalhos que
preconizam membros da via p38 MAPK como potenciais alvos para o desenvolvimento de
drogas (Eglen and Reisine 2011). Recentemente, Margarida e colaboradores (Ressurreicao,
Rollinson et al. 2011, Ressurreicao, Rollinson et al. 2011) mostraram que p38 MAPK de S.
mansoni é essencial no controle do batimento ciliar de miracidios e na transformacgéo de
miracidios em esporocistos. Esses achados claramente evidenciam a importancia de p38
para o desenvolvimento do S. mansoni e na relagao parasito-hospedeiro.

A via de sinalizacdo p38 MAPK é relativamente simples quando comparamos com
outras redes de sinalizacdo mediadas por proteina quinases (Figura 3). Um repertério de
diferentes estimulos, como fatores de crescimento, citocinas inflamatérias e espécies
reativas de oxigénio, podem desencadear a fosforilacdo em cascata de moléculas efetoras
e/ou ativadoras da sinalizacdo p38 MAPK (Nebreda and Porras 2000). Resumidamente, o
estimulo externo é transmitido para o meio intracelular ativando membros da subfamilia
MKK3 ou MKK6, que séo altamente especificos para p38 MAPKs. MKK®6 fosforila todas as
isoformas de p38 (p38 «, p38B p38§ e p38vy), enquanto que MKK3 é seletiva para as
isoformas p38 «, p38 § e p38y . MKK3/6 transmitem esse sinal a p38 que é translocada do
nucleo para o citoplasma, ativando fatores de transcricdo que controlam a expressao de
enzimas envolvidas em rotas antioxidantes, na proliferacdo, diferenciacdo, inflamacéo e

apoptose (Figura 3).
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Figura 3: Via de sinalizagdo MAPK predita em S. mansoni (LoVerde, Andrade et al. 2009, Andrade, Nahum et al. 2011). Os blocos coloridos
correspondem a homélogos encontrados no proteoma predito do parasito em comparacdo aos mamiferos. A seta azul representa uma ePK do
grupo STE ativadora da cascata p38 MAPK em resposta a estimulos externos. Subsequentes eventos de fosforilagdo em cascata ocorrem
levando a fosforilacdo de uma map-quinase-quinase (MKK3 ou MKK®6). Rapidamente o sinal é transmitido para p38 que é translocada para o
nucleo, fosforilando fatores de transcricdo, como ELK-1 e MAX, que controlam a expressao de enzimas envolvidas em respostas antioxidantes,
na proliferacdo, diferenciacéo, inflamacéo e apoptose. Setas vermelhas representam os pontos da via em que interferimos, objetivando avaliar

a importancia funcional desta rota de sinalizacdo molecular para o desenvolvimento do S. mansoni e protecdo contra o estresse oxidativo.
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1.4 Estudo funcional de genes do S. mansoni

O numero de novas ferramentas para acessar a funcdo de um gene se torna cada
vez mais expressivo em funcdo do crescente numero de genomas completamente
sequenciados de diversos organismos (Nahum, Mourdo et al. 2012). Esses avancos
refletem novas descobertas sobre a funcdo dos genes de S. mansoni, que teve seu genoma
nuclear completamente sequenciado (Berriman, Haas et al. 2009) e uma nova versao desse
genoma foi disponibilizada a comunidade cientifica, integrando dados de mapeamento
genético e de sequenciamento massivo de mRNA (RNA-seq) de diferentes fases do
desenvolvimento do parasito (Protasio, Tsai et al. 2012). Entre inGmeros avancos
alcancados na era poés-sequenciamento do genoma nuclear de S. mansoni, podemos
sobressaltar o progresso obtido na identificacdo de regides génicas, através de
experimentos de microarranjos (Verjovski-Almeida, DeMarco et al. 2003, Dillon, Feltwell et
al. 2006), e mais recentemente, do sequenciamento de transcritos (Protasio, Tsai et al.
2012). Esses dados também contribuiram na selegéo e validagéo experimental de proteinas
de superficie do parasito (van Balkom, van Gestel et al. 2005), melhorando os métodos de
busca por candidatos a vacina e moléculas modeladoras do sistema imune.

Apesar de mudltiplos esfor¢cos, o estudo funcional de genes enfrenta algumas
limitacdes em S. mansoni, sobretudo para ensaios funcionais em larga escala. Métodos
tradicionais de manipulagdo genética, como 0 nocaute génico e transgenia, bem
estabelecidos no organismo modelo Caenorhabditis elegans (Nematoda: Chromadorea),
ndo alcangam a mesma eficiéncia em Schistosoma. Parte disso é devido ao complexo ciclo
de vida do parasito, que requer alternancia de geracdes em diferentes hospedeiros para se
completar. Ademais, estagios de vida livre possuem um curto periodo de vida ou se
diferenciam em um novo estagio rapidamente, o que dificulta a manutencgéo in vitro dessas
formas evolutivas. E valido ressaltar que S. mansoni requer um hospedeiro vertebrado para
atingir a maturacdo sexual, o que vincula a necessidade da infeccéo e sacrificio de roedores
para ensaios in vivo. Por ser um parasito multicelular, S. mansoni apresenta um conjunto de
tecidos distintos com células bem especializadas para as quais ainda ndo existe uma
linhagem continua que possa ser cultivada em condic¢des laboratoriais (Alrefaei, Okatcha et
al. 2011). A soma dessas limitagfes dificulta a aplicacdo de técnicas refinadas para o estudo
funcional de genes em S. mansoni. Diante deste cenario, nos perguntamos: Com tantos
obstaculos, como podemos nos beneficiar das técnicas existentes para o estudo funcional
de genes? Uma estratégia seria o silenciamento génico por RNA de interferéncia (RNAI),
uma ferramenta de genética reversa bastante promissora, proposta nesse estudo para o

estudo funcional de proteina quinases de S. mansoni.
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O termo interferéncia por RNA (RNAI) se refere ao processo pelo qual moléculas de
RNA dupla-fita (dsRNA), inibem a expressédo de um determinado gene. O mecanismo
mediado por RNAI foi descrito pela primeira vez em C. elegans (Fire, Xu et al. 1998),
alcancando ampla aplicacdo em vérios sistemas biolégicos. O mecanismo de RNAI envolve
a participacao de multiplas proteinas com funcao biol6gica amplamente conservada entre o0s
eucariotos (Tabach, Billi et al. 2013). Antes de tudo, RNAi faz parte de um atrativo
mecanismo de defesa celular contra a infec¢cdo por virus de RNA dupla fita e elementos
genéticos moveis. Em teoria, qualquer organismo que possua a maquinaria de
silenciamento génico pode se beneficiar desta poderosa técnica para o estudo funcional de
genes.

Resumidamente, o mecanismo de RNAIi envolve um complexo proteico, chamado
DICER, que possui atividade ribonuclease Ill e cliva os dsRNAs que entram na célula,
produzindo pequenos fragmentos de 21 a 23 pb de RNA dupla fita, nomeados siRNAs. Os
siRNAs contém dois nucleotideos ndo pareados de cada um dos lados que se ligam ao
complex RISC. Uma de suas fitas, em geral a fita antisenso, é selecionada para permanecer
ligada ao complexo. O complexo é guiado ao mMRNA de sequéncia complementar ao siRNA
que esta ligado a RISC. Uma endonuclease, chamada argonauta 2 (Ago2), presente no
complexo, cliva o mMRNA em um ponto interno central as fitas pareadas siRNA/mRNA. Os
fragmentos liberados sao degradados devido a perda de elementos essenciais a
estabilidade dos mMRNAs, tais como cauda poliA, suprimindo assim a traducdo do mRNA
alvo do silenciamento (Vidalin, Musimani et al. 2009) (Figura 4).

A técnica de RNAI esta sendo aplicada em Schistosoma desde 2003 (Boyle, Wu et
al. 2003, Skelly, Da'dara et al. 2003) em diferentes fases do desenvolvimento. No geral, os
autores que se propuserem utilizar a técnica de RNAi em Schistosoma para estudar a
funcdo génica e/ou identificar potenciais alvos para o desenvolvimento de drogas,
observaram que a eficiéncia da técnica é transiente, uma vez que o decréscimo na
gquantidade da proteina estd associado a estabilidade da proteina-alvo, na forma de
distribuicdo do RNA dupla fita e da sequéncia utilizada para a sintese do dsRNA/siRNA. O
Quadro 1 ilustra varios alvos silenciados em Schistosoma mansoni e os fendtipos

decorrentes do silenciamento.
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Figura 4: Maquinaria de silenciamento génico por RNAi. Longos dsRNA s&o degradados

pela enzima Dicer em pequenos RNAs (siRNAs). siRNAs se ligam ao complexo RISC e sdo

utilizados como molde para a ligagdo no mRNA complementar. O mRNA é ent&o clivado,

inibindo a tradug&o da proteina (Vidalin, Muslimani et al. 2009).
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Quadro 1: Alvos moleculares silenciados em S. mansoni.

Objetivo Alvo Molécula Sistema Efeito Referéncia
Terapéutica SmDR2; SmMMRP1 siRNA Ambos* Reducdo no numero de ovos recuperados do figado | (Tran, Freitas et al. 2010)
de camundongos infectados
SmDR2; SmMMRP1 dsRNA Ambos Retardo no crescimento dos vermes in Vvitro, | (Morales, Rinaldi et al. 2008)
supressdo da atividade enzimatica, ndo maturacao
sexual dos vermes adultos
HGPRTase siRNA In vivo Reducéo de 27% no numero de vermes recuperados | (Pereira, Pascoal et al. 2008)
SGTP1; SGTP4 siRNA Ambos Reducdo da viabilidade dos vermes adultos e | (Krautz-Peterson, Simoes et al.
alteracdo da capacidade de importar glicose 2010)
SMNPP-5 SiRNA Ambos Interferéncia no pareamento dos vermes adultos (Bhardwaj, Krautz-Peterson et
al. 2011)
SminAct dsRNA In vitro Nao maturacdo dos ovos (Freitas, Jung et al. 2007)
TGR dsRNA Ambos Reducéo de 60% no numero de vermes recuperados | (Kuntz, Davioud-Charvet et al.
2007)
Funcéo génica SmPKA-C dsRNA In vitro Supressao da atividade enzimatica (Swierczewski and Davies 2009)
32 genes dsRNA In vitro Reducédo no tamanho dos esporocistos para 11 genes | (Mourao, Dinguirard et al. 2009)
LAP1; LAP2 dsRNA In vitro N&o eclosao dos miracidios (Rinaldi, Morales et al. 2009)
GST26; GST28; GPx; dsRNA In vitro Maior susceptibilidade ao estresse oxidativo | (Mourao Mde, Dinguirard et al.
Prx1; Prx2, SOD (mortalidade de 60 a 80% em 48h), exceto para SOD 2009)
SMTSP-1; SmTSP-2 dsRNA Ambos Alteracdes do tegumento (Tran, Freitas et al. 2010)
SmCB1 dsRNA In vitro Supressao da atividade enzimatica (Tchoubrieva, Ong et al. 2010)

*Triagem de fendtipos foi realizada em In vitro e em In vivo. Adaptado de Pereira e colaboradores (Pereira, Evangelista et al. 2013).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da via de sinalizagéo p38 MAPK no desenvolvimento do S. mansoni e

na protecao contra o estresse oxidativo.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar a participacdo de proteinas da via de sinalizacdo p38 MAPK na

homeostase do S. mansoni;

- Determinar o papel de p38 MAPK na resisténcia do parasito ao estresse

oxidativo in vitro;

- Verificar diferencas de expressdo dos provaveis alvos regulados pela via p38

MAPK em S. mansoni.
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3. Materiais e Métodos

Para alcancar os nossos objetivos utilizamos diferentes recursos da biologia
molecular e da bioinformatica, tendo como principais estratégias o silenciamento génico por
RNAI, ensaios de inibicdo farmacoldgica, ensaios in vivo frente ao sistema imune do modelo

murino, ensaios in vitro de estresse oxidativo e predicéo de intera¢des proteina-ligante.

3.1 Selecé&o dos alvos moleculares

Os critérios utilizados para a sele¢do das proteina quinases alvos desse estudo
foram: (1) importancia funcional dos ortélogos; (2) ser o Unico representante de uma
subfamilia, evitando assim, que a funcdo da proteina alvo seja suplantada; (3) ser uma
proteina ativadora/efetora da via de sinalizacdo p38 MAPK. De acordo com os critérios
estabelecidos duas proteina quinases foram selecionadas para 0s ensaios experimentais, a
saber: SMMAP3K-1 (Smp_050380) e Smp38 (Smp_133020). Ambas as proteinas foram
identificadas pelo nosso grupo em estudos anteriores (Andrade, Nahum et al. 2011).

3.2 Desenho de iniciadores especificos aos alvos moleculares

Os iniciadores desenhados para amplificacdo dos alvos moleculares podem ser
agrupados em trés diferentes categorias, numeradas de 1 a 3 (Quadro 2). Na categoria 1
foram agrupados os iniciadores utilizados na amplificacdo da sequéncia codificante
completa, na categoria 2 estdo os iniciadores utilizados para amplificar fragmentos em torno
de 500 pb, utilizados na sintese dos dsRNAs e na categoria 3 estdo os iniciadores utilizados
para amplificar em torno de 150 pb, utilizados nos ensaios de gRT-PCR. Todos os

iniciadores foram desenhados pelo programa Primer 3 (http://primer3.sourceforge.net) e

construidos de acordo com as sequéncias codifcantes disponiveis no banco de dados
genbmicos do S. mansoni, SchistoDB (Zerlotini, Aguiar et al. 2013). Os programas Oligo
Analyser (http://eu.idtdna.com/pages/home/about-us/what-we-do), Amplifix (http://en.bio-

soft.net/pcr/AmplifX.html) e FastPCR (http://primerdigital.com/fastpcr.html), foram utilizados

para verificar a possivel formacéo de primer-dimer, grampos, estruturas secundarias e para
evitar a baixa especificidade de ligagdo a extremidade 3'. A extremidade 5 dos iniciadores

da categoria 2, foi adicionado o promotor T7 RNA polimerase-especifico.
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3.3 Amplificacdo, clonagem e sequenciamento

Utilizando os iniciadores descritos no Quadro 2, os fragmentos de interesse foram
amplificados pela técnica de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction). Para
amplificacdo utilizamos o kit Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen) em
um volume final de 50 pl, segundo orientagdes do fabricante. Para isso adicionamos 2,5 pl
de 10X PCR Buffer minus mg, 1,0 yul de MgSO, (50mM), 0,5 ul de DNTp a 10mM, 0,2 ul de
Taq DNA Polymerase High Fidelity (5U/ul), 1 pl de cada iniciador (senso e anti-senso), a 10
UM e 1 ul de cDNA de esquistossdmulos cultivados in vitro (gentilmente cedido pela Dra.
Marina de Moraes Mourdo). As temperaturas utilizadas em 30 ciclos foram: 94°C
(desnaturacéo das fitas de DNA); 55°C (anelamento dos iniciadores); 68°C (polimerizacio
pela Taqg DNA Polymerase High Fidelity). Apés amplificacdo, os produtos da PCR foram
aplicados em gel de agarose nao desnaturante 1% e ap0s a eletroforese foram excisados
do gel e purificados utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) segundo orientagdes
do fabricante.

A clonagem foi realizada utilizando-se o kit de clonagem TOPO TA (Invitrogen), de
acordo com as instru¢des do fabricante. 6,5ul da purificacdo descrita anteriormente, 1ul do
10X PCR Buffer (10X), 1ul de DNTp (10mM), 0,5ul de MgCl, (50mM) e 1ul da enzima Taq
DNA Polymerase (5 U/mL, Invitrogen) foram misturados e incubados a 70°C por 15min.
para a adicdo de adenina extra requerida na clonagem em Topo. A ligagéo foi realizada
misturando-se 6ul do produto de PCR poliadenilada, 1ul de salt solution (1,2M NacCl; 0,06 M
MgCl,) e 1ul de vetor pCR 2.1 Topo, seguido de incubacao por 5min. a T.A.

As transformacdes dos plasmideos foram realizadas em células de E. coli cepa
Top10F’ quimicamente competentes tratadas com cloreto de calcio. 65ng de plasmideo
foram adicionados a aliquota de 100ul de células competentes. A mistura foi incubada em
gelo por 30min., seguido de choque térmico a 42°C por 40s. Em seguida o tubo foi colocado
em gelo. 250ul de meio SOC (100ul 1M MgSQO,, 1mL 0,1M MgCl,, 200ul 1M glicose, meio
SOB q.s.p 10mL) foram adicionados ao tubo, que por seguinte, foi incubado a 37°C por 1h.
A cultura foi plaqueada em meio LB-agar (10mg NaCl, 5mg extrato de levedura, 10mg
peptona, 1,5% agar, H,O g.s.p 1L, pH=7,0) com ampicilina (100ug/mL) ou kanamicina
(50pg/mL) e incubada a 37°C por 16h.

Para a extracao do plasmideo foi utilizado o kit de extracéo plasmidial Quiaprep spin
miniprep (QIAGEN). Colbnias de bactérias contendo o plasmideo de interesse foram
cultivadas em 5mL de meio LB com ampicilina (100ug/mL) em agitador orbital a 300 r.p.m,
a uma temperatura de 37°C, durante 16h. A cultura foi centrifugada em micro-centrifuga a

13.000 r.p.m por 5min. e o sedimento ressuspendido em 250ul de tampao P1 de
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ressuspensao (50mM Tris-HCI, pH=8,0; 10mM EDTA, 100 pg/mL RNAse A). 250ul do
tampéo de lise P2 (200mM NaOH, 1% SDS) foram acrescentados ao tubo, que por sua vez,
foi invertido por 6 vezes. 350ul do tampédo N3 de neutralizagdo (formula proprietaria do
fabricante) foram acrescentados e, ap0s a mistura das solugdes, o tubo foi centrifugado por
10min. a uma rotacdo de 13.000 r.p.m. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi aplicado
nas micro-colunas, que foram centrifugadas por 2min. A coluna foi equilibrada com 750pl de
tampdo PB de equilibrio (férmula proprietaria do fabricante) e centrifugada por 2min. A
coluna foi em seguida lavada com 750ul de tampao PE de lavagem (féormula proprietaria do
fabricante) e novamente centrifugada por 2min. O DNA foi eluido com 50ul de tampao de
eluicdo (10mM Tris-HCI, pH=8,5) pré-aquecido a 60°C. A quantificacdo foi realizada no
Nanodrop Spectometer ND-1000 (Nanodrop) e o plasmideo armazenado a -20°C para

posterior utilizacao.
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Quadro 2: Lista de iniciadores. Os alvos moleculares mCherry (do inglés, Red

Fluorescent Protein) e GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein) representam genes nao

codificados pelo genoma do S. mansoni e constituem os controles inespecificos dos

ensaios de RNAIi. A sequéncia taatacgactcactataggg corresponde ao promotor T7 RNA

polimerase-especifico.

SchistoDB-1D Alvo molecular Iniciador senso 5’ Iniciador anti-senso 3’
Categoria 1
Smp_133020 p38 MAPK ATGATCGGGTATGGGGC TCAAGCTGCATT TGTCTCTTC
Smp_133020 p38 MAPK - ACTGAATTGATGAATATGATTA
CCAC
Categoria 2
Smp_133020 p38 MAPK taatacgactcactatagggACAGTATTGGCT taatacgactcactatagggTGGATCATCG
TAATTCATCG AATCTCTCTGC
Smp_133020 p38 MAPK taatacgactcactatagggGTTGCAACTCGT taatacgactcactatagggTCGCGAATAA
TGGTATCG ATCCACATGC
Smp_050380 MAP3K taatacgactcactatagggGATACGTGGTCC taatacgactcactatagggCCGTTCACGA
TATTCTGG ATGTTACG
Smp_050380 MAP3K taatacgactcactatagggTTAATTATTCGT taatacgactcactatagggGTCTCGACAT
GAAGGATGC GACAATTACG
Smp_050380 MAP3K taatacgactcactatagggGTCATGTGCATT taatacgactcactatagggTGCCATGGTG
TTCACA GTTTACTTGTA
- mCherry taatacgactcactatagggTGGTGAGCAAGG taatacgactcactatagggTTACTTGTAC
GCGA AGCTCGTCC
- GFP taatacgactcactatagggTCTTCAGTCCGC taatacgactcactatagggTGCTCAGGTA
CATG GTGGTTGTC
Categoria 3
Smp_133020 p38 MAPK GCCCACGATAACAAATTAAACC AAGGCATCAATCAAACAAACG
Smp_050380 MAP3K GCTACACCATCTAATACTGAGG GCTACACCATCTAATACTGAGG
Smp_013860 GCL TCCTGATAGTGGTGCTTCC CCGTTCACGAATGTTACG
Smp_900000 Cox TACGGTTGGTGGTGTCACAG ACGGCCATCACCATACTAGC
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Para a extracdo do plasmideo foi utilizado o kit de extracdo plasmidial Quiaprep
spin miniprep (QIAGEN). Colbnias de bactérias contendo o plasmideo de interesse foram
cultivadas em 5mL de meio LB com ampicilina (100ug/mL) em agitador orbital a 300 r.p.m,
a uma temperatura de 37°C, durante 16h. A cultura foi centrifugada em micro-centrifuga a
13.000 r.p.m por 5min. e o sedimento ressuspendido em 250ul de tampado P1 de
ressuspensdo (50mM Tris-HCI, pH=8,0; 10mM EDTA, 100 pg/mL RNAse A). 250ul do
tampédo de lise P2 (200mM NaOH, 1% SDS) foram acrescentados ao tubo, que por sua
vez, foi invertido por 6 vezes. 350ul do tampao N3 de neutralizagédo (férmula proprietaria do
fabricante) foram acrescentados e, apds a mistura das solucdes, o tubo foi centrifugado por
10min. a uma rotacdo de 13.000 r.p.m. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi aplicado
nas micro-colunas, que foram centrifugadas por 2min. A coluna foi equilibrada com 750pl
de tampao PB de equilibrio (formula proprietaria do fabricante) e centrifugada por 2min. A
coluna foi em seguida lavada com 750l de tampéao PE de lavagem (férmula proprietaria do
fabricante) e novamente centrifugada por 2min. O DNA foi eluido com 50ul de tampao EB
de eluicdo (10mM Tris-HCI, pH=8,5) pré-aquecido a 60°C. A quantificacdo foi realizada no
Nanodrop Spectometer ND-1000 (Nanodrop) e o plasmideo armazenado a -20°C para
posterior utilizagao.

O sequenciamento foi realizado com o kit de sequenciamento DYEnamic ET Dye
terminator para anélise de DNA em sistema MegaBACE (Amershan Bioscience), segundo
orientagBes do fabricante. Na placa de PCR para sequenciamento foi colocado 2ul do DNA
plasmidial recombinante (100ng/ul), 4ul do pré-mix de sequenciamento DYEnamic
terminator, 1ul de iniciador (3uM), para volume final de 10ul. Para a reagdo de
sequenciamento foi utilizado o programa: 95°C por 20s. (desnaturacédo), 50°C por 15s.
(anelamento) e 60°C por 1min. (extensdo) por 25 ciclos consecutivos. A placa foi
centrifugada em centrifuga 5804R (Eppendorf) e em seguida foi adicionado 1ul de acetato
de amoénia 7,5M e 27ul de etanol 100%. Apds misturar os reagentes por inversdo, a placa
foi centrifugada a 800 r.p.m por 1min., e em seguida encubada por 10min. a T.A e ao
abrigo de luz. A placa foi centrifugada a 3.700 r.p.m por 45min. e, em seguida, 0
sobrenadante foi descartado.100ul de etanol 70% foram adicionados a placa que foi em
seguida centrifugada a uma rotagcdo de 3.700 r.p.m por 10min. O sobrenadante foi
descartado e a placa foi centrifugada invertida a 800 r.p.m por 1min. Ap6s 10min., a reacéo
de sequenciamento foi ressuspendida em 10ul de tampdo de amostra do kit (70%
formamida, 1mM EDTA) e a placa foi centrifugada a 3.700 r.p.m por 2min. A placa foi entdo
sequenciada no aparelho de sequenciamento automatico de DNA MegaBace 500 (GE

Healthcare Life Sciences). Para validar o resultado do sequenciamento, as sequéncias
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obtidas foram alinhadas as sequéncias depositadas no SchistoDB utilizando o programa
Clustal-W (Thompson, Higgins et al. 1994).

3.4 Sintese de dsRNA

Ap6s confirmagdo das sequéncias de interesse por sequenciamento, os dsRNAs
foram sintetizados utilizando o kit T7 RiboMAX Express RNAi Systems (Promega) seguindo
o protocolo do fornecedor. Com o intuito de aumentar a concentragcdo e a quantidade de
dsRNAs produzidos, modificamos o protocolo para a producgéo final de 70 u L de dsRNA.
Para isso, na reacdo inicial, adicionamos 30 L do plasmideo recombinante de interesse,
35uL RiboMAX™ Express T7 2X Buffer e 5 L Enzyme Mix T7 Express. As amostras
foram incubadas a 37°C por 16 h., e em seguida, tratadas com DNase durante 30 min. a
37°C. O produto foi precipitado com etanol e dissolvido em dgua DNAse/RNAse Free
(Invitrogen). A concentracdo das amostras foi dosada utilizando o Nanodrop Spectometer
ND-1000 (Nanodrop) e a integridade foi conferida em gel agarose 1% ndo desnaturante.
Os dsRNAs foram armazenados a -20°C para posterior utilizacéo.

3.5 Ensaios in vitro

3.5.1 Obtencao das cercarias e transformacgao em esquistossémulos

Cercérias da cepa LE do parasito S. mansoni foram gentilmente cedidas pela Dra.
Liana Konovaloff (Laboratério de Malacologia - Centro de Pesquisas René Rachou). Nesse
laboratério é utilizado o modelo de passagem por Biomphalaria glabrata (Mollusca:
Gastropoda), seguido de hamsters, retornando a B. glabrata.

As cercérias obtidas foram distribuidas em aliquotas de 50mL e incubadas por 60
min. no gelo. Em seguida, os tubos contendo as cercarias foram centrifugados a 1.000
r.p.m por 3 min. a 4°C e o sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em
2mL de meio MEM (Minimum Essential Medium Eagle-Sigma-Aldrich) contendo 1% de
penicilina/estreptomicina e o contetdo de trés tubos transferido para um tubo de 15mL
(utilizando pipetas Pasteur descartavel) seguido de centrifugacdo a 1.000 r.p.m por 3 min.
O sobrenadante foi descartado e novamente o sedimento foi ressuspendido em 2mL de
meio MEM contendo 1% de penicilina/estreptomicina. Os tubos foram submetidos a
agitacdo maxima em vortex por trés vezes, durante 2 min., com intervalos de 1 min. entre
cada agitacao. O volume de cada tubo foi transferido para um frasco estéril de cultura de

50mL e o volume completado para 10mL com meio MEM contendo 1% de
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penicilina/estreptomicina. A garrafa de cultura foi incubada em estufa a 37°C, com
atmosfera de 5% de CO, e 95% de umidade por 1 h. Apos a incubacéo, as amostras foram
transferidas para tubos estéreis de 15mL dentro de fluxo laminar. Os tubos contendo
parasitos foram submetidos a sedimentacdo por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
retirado. O sedimento foi ressuspendido em 5mL de meio MEM contendo 1% de
penicilina/estreptomicina e sedimentado por mais 5 min. Novamente, o sobrenadante foi
removido e este passo repetido por mais cinco vezes diminuindo apenas o tempo de
sedimentacdo (duas vezes 5 min., duas vezes 4 min., duas vezes 3 min.). Apés a ultima
sedimentacdo, o sobrenadante foi ressuspendido em 1mL de meio MEM suplementado
com meio Schneider (5%), HEPES (20mM), hidrolisado de lactoalbumina (0,1%),
hipoxantina (5x107), serotonina (1x10®), triidodotironina (2x107), hidrocortisona (1x10°®),
MEM vitaminas (0,5%) e soro fetal bovino - Sigma (1%). Uma aliquota do volume
ressuspendido foi observada com o auxilio de lupa para analise da presenca de caudas e
cercéarias. Os parasitos foram contados e transferidos para placa de 24 poc¢os. O numero

de parasitos em cada pogo variou de acordo com o objetivo do experimento.

3.5.3 Exposicédo dos esquistossémulos aos dsRNAs

ApO6s prévia padronizacao da cultura, os dsRNAs sintetizados (Smp38-dsRNA
(p38.1, p38.2), SMMAP3K-1-dsRNA, mCherry-dsRNA, GFP-dsRNA), como tamanho
aproximado de 500 pb, foram inseridos na concentragédo de 100nM em culturas contendo
aproximadamente 2.000 parasitos e 2 mL de meio MEM suplementado (Ver 3.5.2). Em
cada uma das placas os tratamentos foram realizados em duplicata e tiveram a duragéo de
dois, quatro e sete dias. As culturas foram observadas diariamente por microscopia de
inversdo (ABO 100 - ZEISS) para verificagdo de mudancgas fenotipicas. Imagens dos
parasitos foram registradas utilizando o software Axion Vision REL 4 no sétimo dia de
cultura. As extracdes de RNA foram realizadas dois, quatro e sete dias ap0s o tratamento
com dsRNA. Foram realizadas pelo menos trés réplicas biol6gicas experimentais de cada

ensaio para obtermos suporte estatistico dos experimentos realizados.

3.5.4 Triagem de fenétipos dos esquistossémulos expostos aos dsRNAs

Como mencionado em 3.5.3, no sétimo dia de cultura os esquistossémulos foram
fotografados pela camera de alta resolucdo Axiocam MRc Ver.3 acoplada ao microscopio
invertido (Axio Observer, Carl Zeiss). Para evitar erros de amostragem capturamos
imagens de trés campos distintos/poco. A area (uM?) de todos os esquistossdmulos

fotografados foi medida utilizando o programa AxionVision Release 4.8. Os tamanhos dos
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esquistossdmulos tratados com os dsRNA para S foram comparados com o0s parasitos
tratados com o dsRNA inespecifico mCherry e controle negativo. Como as amostras nao
seguiam uma distribuicdo normal, a significaAncia dos resultados foi realizada utilizando o
teste de Mann-Whitney (Wilcoxon-Sum of Ranks, p<0,05, N=3).

3.6 Extracéo e tratamento de RNA total

As extracdes de RNA dos esquistossbmulos expostos aos dsRNAs apos dois,
quatro e sete dias foram realizadas utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen - Life
Technologies) e purificadas com o RNeasy mini Kit (QIAGEN). Resumidamente, o0s
parasitos foram transferidos para tubos 1,5 mL e centrifugados durante 1 min. em baixa
velocidade a 4°C. O sobrenadante foi retirado, foram adicionados 50 pL de TRIzol e os
parasitos foram macerados com auxilio de um pistilo. Em seguida, foram adicionados 950
puL de TRIzol e as amostras foram mantidas por 5 min. a temperatura ambiente.
Acrescentou-se 500 uL de cloroférmio e as amostras foram agitadas vigorosamente por 15
s. e, logo em seguida, foram mantidas a temperatura ambiente por 3 min., com posterior
centrifugacdo das amostras a 12.000 r.p.m por 15 min. a 4°C. A fase aquosa, na qual se
encontra 0 RNA, foi transferida para tubo novo e 280 pL de etanol 70% foram adicionados
e transferidos para a coluna do RNeasy mini Kit (QIAGEN). O tubo foi entdo centrifugado a
12.000 r.p.m por 1 min. O sobrenadante foi removido e 700 pL do Buffer RW1 foi
acrescentado a coluna (formula proprietaria do fabricante), que foi entdo levada a
centrifugacdo por 15 s. a 10.000 r.p.m. O eluato foi descartado e 500 pL de solucdo RPE
(férmula proprietaria do fabricante) foram adicionados a coluna. Mais um ciclo de
centrifugacéo foi realizado por 15 s. a 10.000 r.p.m. Em seguida, mais 500 pL de solucao
RPE foram adicionados e a centrifugacéo dessa vez foi realizada por 2 min.. As amostras
foram centrifugadas por mais 1 min. e a coluna transferida para tubo novo. Para eluicao, 30
pL de &gua livre de RNAase foram acrescentados a coluna. Objetivando a remocao de
DNA gendmico contaminante nas amostras de RNA, foi realizado o tratamento com DNAse
por 30 min. a 37°C, utilizando o kit TURBO DNA-free (Ambion - Life Technologies),
segundo manual do fabricante. Posteriormente, a densidade éptica OD260/280 do RNA

tratado foi medida utilizando o Nanodrop Spectometer ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).
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3.7 Sintese de cDNA

Para sintese de cDNA do RNA extraido e tratado como descrito acima, foi utilizado
o kit SuperScript Il System Rnase H (Invitrogen- Life Technologies) e as mesmas
guantidades de RNA total foram utilizadas para cada amostra dentro de um mesmo
experimento. Ao RNA foram adicionados 1 pL de oligo(dt) (500pg/mL) e 1 yL de DNTp
(10mM) em um volume final de 10 uL. A amostra foi incubada a 65°C por 5 min. e colocada
imediatamente no gelo. Ao tubo foram acrescentados 4 uL de tampao de sintese de
primeira fita 5X (250 mM Tris-HCI, pH=8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl,), 2 yL de DTT
(0,imM) e 1 pyL de Rnase-Out (40ug/mL, Invitrogen- Life Technologies). O tubo foi
incubado a 42°C por 2 min. e foi, em seguida, acrescentado 1 uL de SuperScript Il (200
U/mL). A reacao foi entdo incubada a 50°C por 50 min, e, em seguida, incubada a 80°C por
15 min. Para remocéo da fita de RNA do hibrido RNA-DNA, foi adicionado 1uL de RNAse
H e incubado 37°C por 20 min. As amostras foram armazenadas a -20°C para posterior

utilizacao.

3.8 Ensaios de PCR guantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Os niveis de transcritos dos genes alvo expostos aos dsRNAs em cultura de
esquistossdomulos (Ver 3.5.3) foram avaliados por RT-PCR. Todos os iniciadores
passaram primeiramente por uma padronizacdo para certificar a eficiéncia da amplificagédo
e definicdo das concentracfes. Para isso, trés diferentes concentra¢cfes: 200nM, 300nM e
600nM foram utilizadas para cada iniciador. O cDNA dos esquistossdmulos foi utilizado em
5 diferentes concentragbes (50ng/ul, 12,5ng/ul, 3,125ng/pl, 781,25pg/ul, 195,31pg/ul). O
gene normalizador foi a subunidade | do citocromo oxidase (COXI) de S. mansoni
(GenBank AF216698), constitutivamente expresso em varias fases do ciclo do parasito. Os
valores CT (Cycle threshold) foram plotados em fung&o da diluicdo do cDNA. A eficiéncia
dos iniciadores foi medida através da andlise das inclinacdes das curvas (entre -3,5 e -3,2)
combinada aos calculos dos coeficientes R2 (foram considerados valores maiores que
0,98) indicando alta reprodutibilidade entre as triplicatas. Apenas os iniciadores que
exibiram esses parametros foram considerados.

Para verificar o nivel de transcrito dos genes alvo, utilizamos as seguintes
amostras: cDNA de esquistossémulos expostos aos dsRNAs e cDNA de esquistossomulos
que ndo receberam nenhum tipo de tratamento (controle negativo). Na mesma placa,
triplicatas de todas as amostras acima relacionadas foram amplificadas com iniciadores
especificos e com iniciadores para o gene COXI (controle para normalizacao). As reacdes

foram realizadas no aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) e em
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placas 96-Well Optical Reaction Plate (ABlI PRISM, Applied Biosystems) que continham em
cada poco 12,51 de SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1,0 x| de
cDNA e 0,511 de cada iniciador (200nM concentracao final por reacdo), em um volume
final de 25| por reagcdo. Em cada placa havia também um controle negativo (contendo
todos os reagentes para a sintese de cDNA e para amplificacdo, exceto o RNA) e controle
de DNA gendmico das amostras (onde todos os reagentes foram adicionados com excecao
da transcriptase reversa). A expressao relativa foi analisada através do método do A ACT
(Livak and Schmittgen 2001) onde os valores Ct de cada amostra foram subtraidos do Ct
do normalizador (COXI) (ACt). Em seguida, os valores correspondentes ao ACt encontrado
para cada amostra foi subtraido do A Ct normalizado. Os niveis de expressdo de cada
gene foram comparados com 0s niveis de expressao de transcritos do mesmo gene em
parasitos tratados com GFP-dsRNA ou mCherry-dsRNA. A significancia dos resultados foi
realizada pelo teste estatistico Wilcoxon-Sum of Ranks (Mann-Whitney, significancia
p>0,05) utilizando os A A CTs obtidos.

3.9 Curva de sobrevivéncia dos parasitos na presenca de SB 203580

Fizemos uma curva de sobrevivéncia, para estipularmos a concentracéo limite do
inibidor (SB 203580, inibidor da atividade enzimatica de p38) na qual os esquistossémulos
de fase tegumentar eram capazes de sobreviver. Para isso, parasitos foram colocados em
placas de 24 pocgos em duplicata para cada concentracéo do inibidor por 24h. Testamos
10uM, 25uM, 50uM e 100uM de SB 203580 (Sigma) em cada poc¢o, em um volume final de
500ul. Para cada concentracao testada, tinhamos esquistossdmulos em duplicata tratados
com 0,02% v/v de DMSO (Sigma) e esquistossdmulos também em duplicata, que nédo
receberam nenhum tipo de tratamento. Os parasitos expostos a DMSO e aqueles que nédo
receberam tratamento foram os controles do experimento. Foi estipulado que a
concentracao do inibidor limite para a sobrevivéncia seria de 15uM. Para quantificarmos os
parasitos mortos, foi adicionado 5ug/ml de iodeto de propidio aos poc¢os, que cora apenas
esquistossdbmulos mortos. Ao microscépio, 0s parasitos totais de todos os pocos foram
contados, e posteriormente, com o laser no comprimento de onda de 572nm, os
organismos mortos foram identificados e contabilizados. Apenas esquistossdémulos
totalmente corados eram contatados como organismos mortos. A significancia foi analisada
por One-way ANOVA e os resultados significativos foram tratados pelo teste de Bonferroni,
N=3.
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3.10 Ensaios in vivo

Ap6s exposicao dos esquistossémulos aos dsRNAs durante quatro dias (Ver 3.5.3)
ou a 15uM de SB 203580 durante 12h (Ver item 3.9), 300 parasitos foram imersos em
0,5mL de meio de cultura MEM suplementado e inoculados em dose Unica, na regido
dorsal com aplicagdo subcutanea, em camundongos sui¢cos (Mus musculus). Em cada
experimento foram utilizados cinco camundongos para os tratamentos com dsRNA-alvo-
especifico e inibidor, além de cinco camundongos para os grupos controles (dsRNA-
controle-inespecifico, DMSO 0,02% v/v e ndo tratado). Trés réplicas biolégicas foram
realizadas tanto para inoculagcdo com esquistossémulos expostos aos dsRNAs ou para
aqueles expostos ao inibidor. Apos 40 dias de infec¢do, praticamos a eutanasia dos
camundongos por deslocamento cervical e os possiveis vermes adultos foram entdo
recuperados por perfusdo (Pellegrino and Katz 1974). Apés a perfusao, o figado de cada
camundongo foi retirado, pesado e acondicionado em tubos com KOH 10% onde ficaram
por 16 h. a 4°C e em seguida, incubados a 37°C, por 1 h. Os tubos foram centrifugados por
cinco min. a 2000 r.p.m e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspendido
com salina 0,85% para lavagem. Esta etapa foi repetida por mais duas vezes. Depois da
dltima centrifugacéo, o sedimento foi ressuspendido em 1mL de salina 0,85% e o numero
de ovos presentes em cada amostra foi contado por microscopia a partir de 3 aliquotas de
10uL. Tanto o numero de ovos quanto o numero de vermes adultos recuperados para 0s
tratamentos com dsRNA-alvo-especifico e SB 203580 nos trés experimentos, foram
comparados com o numero de ovos e vermes adultos recuperados nos camundongos
infectados com esquistossdmulos dos grupos controles (dsRNA-controle-inespecifico,
DMSO 0,02% v/v e ndo tratado). Como as amostras ndo seguiam uma distribuicdo normal,
a significancia dos resultados foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney (Wilcoxon-
Sum of Ranks, p<0,05, N=3).

3.11 Morfometria e morfologia dos vermes adultos

Amostras de vermes adultos recuperados apdés a perfusdo de camundongos
infectados com esquistossdmulos expostos aos dsRNAs foram analisadas por microscopia
confocal em busca de alteragBes fenotipicas. Para isso, os parasitos foram fixados em AFA
(&cido acético 2%, formaldeido 10% e alcool 48%) e armazenados a temperatura ambiente
para posterior utilizacdo. Em seguida os vermes foram corados com carmim hidrocloridrico
2,5%, desidratados por passagem em alcool 70%, 90% e 100%, clarificados com salicilato
de metila e Balsamo do Canada (1:2) e montados individualmente em laminas de vidro.

Andlises morfométricas foram realizadas nos vermes vermes adultos de ambos 0s sexos

41




utilizando imagens computacionais (Image Pro Plus - Media Cybernetics, EUA) capturadas
por uma camera Sony acoplado (640 x 480 pixels, RGB) ao microscopio de luz (Olympus
BX50). Os seguintes parametros foram determinados: numero e area dos lobos testiculares,
presenca de tubérculos, a area do ovario, presenca de ovos e glandulas vitelinicas e a
integridade do tegumento. A significaAncia dos resultados foi realizada utilizando o teste de
Mann-Whitney (Wilcoxon-Sum of Ranks, p<0,05, N=3). Imagens confocal (LSM-410, Zeiss),
utilizando laser 488 nm He/Ne e filtro LP 585 no modo refletido foram usados para estudar o
sistema reprodutivo de machos (lébulos testiculares) e fémeas (ovario, Gtero, oétipo, e

glandulas vitelinicas) além da integridade do tegumento de ambos 0s sexos do parasito.

3.12 Cinética do desenvolvimento dos vermes adultos e dos ovos

Para avaliarmos a cinética do desenvolvimento dos vermes adultos,
esquistossdbmulos foram novamente expostos aos dsRNAs (Ver 3.5.3) e ap6s quatro dias
de tratamento foram inoculados em camundongos suicos como descrito em 3.10. Apos 17
dias e 40 dias de infeccdo, os camundongos foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical e os possiveis vermes foram recuperados por perfusdo (Pellegrino
and Katz 1974). Todos os vermes foram contados e classificados de acordo com o sistema
de classificagdo de desenvolvimento proposto por Barbosa e colaboradores (Barbosa,
Pellegrino et al. 1978). Para avaliarmos a cinética do desenvolvimento dos ovos,
camundongos foram infectados como descrito acima e apds 40 dias de infec¢do os animais
foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical. Um fragmento de
aproximadamente 1 cm? do intestino de cada camundongo (ileo terminal) foi removido,
seguido por lavagem com salina 0,85% para retirada das fazes. Esses fragmentos séo
colocados entre uma lamina de vidro e uma laminula de plastico e pressionados com o
auxilio de uma prensa de ferro. As laminas séo levadas ao microscOpio para contagem por
amostragem (100 ovos/camundongo) e classificacdo dos ovos de acordo com 0 proposto
por Prata (Prata 1957). Como as amostras ndo seguiam uma distribuicdo normal, a
significancia dos resultados foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney (Wilcoxon-Sum
of Ranks, p<0,05, N=3).
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3.13 Infeccdo de moluscos

Esquistossdmulos foram novamente expostos aos dsRNAs (Ver 3.5.3) e apds quatro
dias de tratamento foram inoculados em camundongos sui¢cos como descrito em 3.10. Apos
50 dias de infec¢do, os camundongos foram submetidos a eutandsia por deslocamento
cervical e o figado de cada camundongo foi retirado. A obten¢cdo dos miracidios para
infeccdo dos moluscos foi realizada segundo a técnica descrita por Pellegrino e
colaboradores (Pellegrino, Lima-Costa et al. 1977), brevemente: Os figados de cada
camundongo foram triturados individualmente no liquidificador em salina 0,85%, e
posteriormente transferidos para célices individuais. Os calices foram mantidos na auséncia
de luz por 30 minutos. ApOs esse periodo o sobrenadante foi descartado, e o volume
completado para 1L com agua desclorada. Os célices foram mantidos na auséncia de luz
por mais 20 minutos e apds esse periodo o sobrenadante foi descartado (essa lavagem foi
repetida por duas vezes). O sedimento remanescente de cada calice foi transferido
individualmente para baléo volumétrico. Estes baldes foram colocados sob luz artificial para
estimular a eclosao dos miracidios. Os miracidios obtidos foram contados e utilizados para
infeccdo em massa de caramujos B. glabrata linhagem Barreiro de Cima. Para infeccéo
foram utilizados moluscos entre 8 e 10mm de didmetro da concha. Apos a ecloséo, 200
miracidios provenientes dos ovos recuperados do figado de um Unico camundongo foram
expostos a 20 moluscos contidos em beckers com &gua desclorada (10
miracidios/caramujo). Os beckers contendo os caramujos e miracidios foram mantidos na
luz por aproximadamente 3 horas a 27°C, antes de serem colocados no aquéario. Ap6s 30
dias de infeccdo, os moluscos foram expostos a luz, individualmente, em recipientes
contendo &agua desclorada, por 40 minutos e examinados em lupa para verificar a

eliminacéo de cercarias.
3.14 Avaliagéo do efeito de estresse oxidativo

Para observarmos o efeito funcional do silenciamento de Smp38 ou do tratamento
com SB 203580 nos parasitos, expusemos 0s esquistossOmulos a estresse oxidativo
adicionado peroéxido de hidrogénio no meio de cultura.
3.14.1 Curva de sobrevivéncia dos parasitos na presenca de H,0,

Primeiramente, fizemos uma curva de sobrevivéncia, para estipularmos a

concentracdo limite na qual os esquistossémulos de fase tegumentar eram capazes de

sobreviver. Para isso, parasitos expostos a mCherry-dsRNA (controle) foram colocados em
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placas de 24 pogos em duplicata para cada concentracdo de 4gua oxigenada testada por
24h. Testamos 5mM, 100uM, 50uM, 25uM, 10uM e 5uM de perdxido de hidrogénio (Sigma)
em cada pogo, em um volume final de 500pl. Foi estipulado que a concentracdo de H,O,
limite para a sobrevivéncia seria de 50uM. Para quantificarmos os parasitos mortos, foi
adicionado 5ug/ml de iodeto de propidio aos pocos, que cora apenas esquistossémulos
mortos. Ao microscopio, 0s parasitos totais de todos os pogos foram contados, e
posteriormente, com o laser no comprimento de onda de 572nm, 0s organismos mortos
foram identificados e contabilizados. Apenas esquistossémulos totalmente corados eram

contatados como organismos mortos.

3.14.2 Experimento de estresse oxidativo

Esquistossdbmulos tratados com dsRNA (Ver 3.5.3) por quatro dias ou expostos a SB
203580 por 12h (Ver 3.9) foram dispostos em placas de 24 pocos em triplicatas. Para
guantificarmos os parasitos mortos antes de serem expostos a H,O,, foi adicionado 5ug/ml
de iodeto de propidio aos poc¢os contendo esquistossdmulos controle. Ao microscépio, 0s
parasitos totais de todos os pocos foram contados e, posteriormente, com o laser no
comprimento de onda de 572nm, os organismos mortos foram identificados e contabilizados.
Esta contagem indicava a porcentagem de esquistossémulos mortos por outra forma que
ndo pela adicdo de peroxido de hidrogénio. Apos a contagem, peroxido de hidrogénio na
concentracdo de 50uM foi adicionado a dois dos trés pocos contendo parasitos de cada
tratamento e os pogos restantes foram mantidos com meio MEM (branco). As placas
contendo esquistossémulos silenciados foram incubadas em estufa a 37°C, com atmosfera
de 5% de CO, e 95% de umidade por 4h, 24h e 48h. Os esquistossdmulos expostos ao
inibidor foram climatizados nas mesmas condi¢des descritas anteriormente por 24h e 48h.
Os parasitos mortos foram contados a cada um destes intervalos de tempo. Apenas
esquistossdbmulos totalmente corados eram contabilizados como organismos mortos.

Para que fosse possivel estabelecer uma correlagdo entre estresse oxidativo e a
morte dos parasitos, subtraimos o nimero de organismos mortos antes da exposi¢cdo ao
peroxido de hidrogénio do nimero total de esquistossémulos por pogo, sendo o resultado, o
namero total de organismos vivos antes da exposicdo a H,O,. O numero inicial de
esquistossdbmulos mortos foi subtraido do numero de parasitos mortos observados apos
cada contagem e a porcentagem de mortos calculada em relagdo ao numero total de
organismos vivos presentes inicialmente. Os resultados foram analisados por Two-way
ANOVA e gquando os resultados se mostravam significativos, aplicou-se a correcédo de

Bonferroni, comparando-se cada tempo de analise do tratamento com seus respectivos
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tempos em esquistossdmulos controles (tratados com DMSO 0,02% v/v ou mCherry-
dsRNA). (Significancia p<0,05, N=3).

3.14.3 Neutralizacdo do estresse oxidativo

Para nos certificarmos que era o peréxido de hidrogénio o Unico fator oxidante no
meio, esquistossémulos tratados com SB 203580 foram expostos a 50uM de H,0O, e a
mesma concentracdo de H,O, contendo 0,025% da enzima catalase bovina (Sigma). A
concentracdo de 0,025% de catalase foi demonstrada por Mouréo e colaboradores (Mourao
Mde, Dinguirard et al. 2009) como a ideal para neutralizar os efeitos do perdxido de
hidrogénio em cultura de esporocistos. Os parasitos foram incubados em estufa a 37°C, com
atmosfera de 5% de CO, e 95% de umidade por 24h. A contagem foi feita como explicado
em 3.15.2. A sobrevivéncia dos parasitos foi comparada apos exposicdo a H,0O,. Os
resultados foram analisados por Two-way ANOVA e quando os resultados se mostravam
significativos, aplicou-se a corre¢cdo de Bonferroni, comparando-se o tempo de analise do
tratamento com seu respectivo tempo em esquistossémulos que nao foram tratados

(branco) (Significancia p<0,05, N=3).

3.14.4 Detecc¢éo dos niveis de transcritos ap0s estresse oxidativo

Esquistossdmulos de fase tegumentar (Ver 3.5.2) foram expostos em ftriplicata a
100pM ou 200puM de H,O, durante 5min, 10min e 30min. Os niveis de transcritos de
algumas enzimas que participam da via de sinalizagdo p38 MAPK foram acessados em
cada um destes tempos. Para cada enzima, tinhamos esquistossdmulos controle, que nao
foram expostos a H,O,, e 0s niveis de transcritos desses alvos também foram acessados
nessas populagbes em seus respectivos tempos, para confirmamos se a expressdo dos
transcritos alvos estava alterada ap0s inducdo do estresse oxidativo. O RNA total dos
esquistossbmulos foi extraido com descrito em 3.6, seguido de sintese de cDNA (Ver 3.7) e

PCR quantitativo em tempo real (Ver 3.8).

3.15 Docking molecular

A sequéncia priméria de aminoacidos de p38 MAPK de S. mansoni (Smp_133020)
foi utilizada para buscas de potenciais homologos com estrutura tridimensional conhecida no
PDB (Protein Data Bank) (Berman, Henrick et al. 2007). A estrutura quimica de SB 203580
(4-[4-(fluorophenyl)-2-(4methylsulfinylphenyl)-1H-imidazol-5-yl]pyridine), férmula molecular

C,1H16FN3OS, foi obtida no banco de dados de compostos quimicos ChemSpider (Williams
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2008). Estudos de ancoramento molecular foram realizados com SB 203580, utilizando o
programa Gold, visando identificar as interacdes resultantes do complexo de referéncia,
formado pela estrutura tridimensional do potencial homélogo associada a SB 203580. A
andlise das ligacbes de hidrogénio foi feita através do programa Pymol. A caracterizacéo
das interacdes dos residuos de aminoé&cidos identificados no complexo de referéncia foi
realizada pelo pacote ab initio programa Gamess com funcional B3LYP-D3 e base 6-
31++G**, Todas as ferramentas citadas acima estdo implementadas no pacote DockoMatic
2.0 (Bullock, Cornia et al. 2013). A andlise visual dos resultados de docking através de
medidas de distancia interatdmicas e orientacdo do ligante no sitio ativo da enzima foi

realizada pelo software LigandScout 3-D (Wolber and Langer 2005).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Alvos selecionados e correcdo do modelo do gene

O nosso grupo de pesquisa tem se dedicado nos Ultimos anos a compreender a
participacdo de redes de sinalizacdo celular no desenvolvimento do S. mansoni e, desta
forma, contribuir para a elucidacdo de novos alvos de drogas contra a esquistossomose.
Nesse estudo propomos investigar o papel biolégico de proteina quinases envolvidas na via
de sinalizacdo p38 MAPK para o desenvolvimento e sobrevivéncia do S. mansoni e na
protecdo contra o estresse oxidativo.

Muitos estimulos extracelulares sdo convertidos em respostas celulares especificas
através da ativacdo de proteina quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs). A cascata de
sinalizacéo p38 MAPK é preferencialmente ativada por estimulos ndo mitogénicos, como por
exemplo, fatores de estresse ambiental e citocinas pro-inflamatorias (Nebreda and Porras
2000).

C. elegans e Brugia malayi (Nematoda: Secernentea) respondem ao estresse
oxidativo através da ativacdo de p38 MAPK. A formacdo de ROS (do inglés, Reactive
Oxygen Species) nesses organismos induz a fosforilagdo de p38 MAPK que transmite esse
sinal aos alvos especificos responsaveis pela transcricdo de enzimas detoxificantes (Patel,
Chojnowski et al. 2011). Ensaios utilizando C. elegans deletados ou silenciados para o gene
p38 MAPK (pmk-1) mostraram uma maior susceptibilidade & infeccdo por patdgenos,
reforcando o papel da via de sinaliza¢do na resposta imune (Bolz, Tenor et al. 2010). Alguns
trabalhos apontam p38 MAPK como molécula reguladora chave de processos biologicos
essenciais, como por exemplo, morfogénese (Adachi-Yamada, Nakamura et al. 1999),
oogénese (Suzanne, Irie et al. 1999), diferenciagdo celular (Engelman, Lisanti et al. 1998) e
apoptose (Zechner, Craig et al. 1998).

Os critérios utilizados para a sele¢cdo das proteina quinases alvos desse estudo
foram: 1. importancia funcional dos ort6logos; 2. ser o Unico representante de uma
subfamilia, evitando assim, que a funcdo da proteina alvo seja complementada por outra
proteina; 3. ser uma proteina ativadora/efetora da via de sinalizacao p38 MAPK. De acordo
com os critérios estabelecidos duas proteina quinases foram selecionadas para 0s ensaios
experimentais, a saber: SmMMAP3K-1 (Smp_050380) e Smp38 (Smp_133020). Ambas as
proteinas foram identificadas pelo nosso grupo em estudos anteriores (Andrade, Nahum et
al. 2011) e estédo destacadas na Figura 3 pelas setas vermelhas.

SmMAP3K-1 é uma proteina quinase do grupo STE, familia STE11l e subfamilia
MAP3K-1 ou MEKK1. Apesar da existéncia de quatro subfamilias MAP3K em humanos

(MAP3K-1/4), uma Unica subfamilia foi encontrada em C. elegans (sny-1) e em S. mansoni.
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Apenas dados de predigdo de sequéncia estdo disponiveis para SmMMAP3K-1 e o
papel funcional dessa proteina para 0 S. mansoni permanece desconhecido. Em
organismos homdlogos MAP3K-1 é a proteina ativadora das cascatas de sinalizacdo JNK,
ERK-1/2 (Uhlik, Abell et al. 2004) e p38 (Zhuang, Zhou et al. 2006). MAP3K-1 fosforila
seletivamente diferentes MAP2K efetoras da transducgéo de sinal. Na cascata de sinalizagédo
das MAPKs em humanos, MAP2K-1/2 fosforilam ERK-1/2, MAP2K-4/7 fosforilam JNK-1/2/3
e MAP2K-3/6 fosforilam p38-a /B /vy /1§ (Kyriakis and Avruch 2012).

Smp38 é uma proteina quinase do grupo CMGC, familia MAPK e subfamilia p38.
Diferentes produtos proteicos foram descritos em humanos (p38-«//v/6) e C. elegans
(pmk-1/2/3), enquanto que em S. mansoni apenas uma proteina p38 foi predita (Andrade,
Nahum et al. 2011). Até o presente momento dois trabalhos descrevem a importancia
funcional de p38 para 0 S. mansoni. Anisomicina®, um potente ativador da atividade de p38
acelerou a perda dos cilios dos miracidios, sugerindo a participacdo da via de sinalizacéo
p38 MAPK na transformacao dos miracidios em esporocistos (Ressurreicao, Rollinson et al.
2011). Além disso, também foi observado que os niveis de fosforilacdo de p38 aumentam
consideravelmente durante a transformacdo dessas fases evolutivas (Ressurreicao,
Rollinson et al. 2011).

Estudos de gendmica comparativa realizados pelo nosso grupo revelaram que a
proteina predita Smp38 (Smp_133020) possui aproximadamente 60% do tamanho esperado
guando comparada aos ortdlogos. Suspeitdvamos que essa alteracdo no tamanho da
proteina poderia ter sido ocasionada por: 1. Erros no modelo do gene; 2. Variabilidade
genética existente entre diferentes cepas do S. mansoni; 3. Ocorréncia de delecdes
espontaneas responsaveis pelo encurtamento do polipeptideo.

Motivados pelas nossas hip6teses, amplificamos o transcrito de Smp38 e, para a
nossa surpresa, o tamanho do transcrito amplificado (1.020 pb) ndo correspondia ao
tamanho do transcrito predito (714 pb), se assemelhando portanto ao tamanho do transcrito
dos ortdlogos. Nosso proximo passo foi realizar buscas por similaridade de sequéncias
utilizando o algoritmo BLAST (Johnson, Zaretskaya et al. 2008) contra o0 banco de dados de
sequéncias nucleotidicas ndo redundantes depositadas no GenBank, alimentado pelo NCBI
(Benson, Cavanaugh et al. 2013). A sequéncia predita de Smp38 é formada por sete exons
e seis introns (Figura 5.A). Nossas analises demonstraram que a insercdo encontrada no
transcrito amplificado corresponde a regides de introns da sequéncia predita. Desta forma,
concluimos que o encurtamento do polipeptideo se trata de erros no modelo do gene
processados durante a montagem do genoma do S. mansoni. A correcdo do modelo do
gene prevé a ocorréncia de nove exons e oito introns totalizando 19.810 pb (Figura 5.A). A

proteina codificada possui 339 aminoacidos e foi predita a partir do sequenciamento do
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transcrito de Smp38, enquanto que, o transcrito de Smp38 predito (Smp_133020) codifica
uma proteina de 237 amino&cidos (Figura 5.B). Buscas por dominios conservados utilizando
0 banco de dados de familias de proteinas Pfam (Punta, Coggill et al. 2012) foram
realizadas para ambas as sequéncias e a Unica assinatura proteica identificada foi o dominio
catalitico (Pfam 00069), assim como o encontrado nos ortélogos. Entretanto, o dominio
catalitico da sequéncia predita (Smp_133020) possui uma falha decorrente da auséncia dos
exons 04 e 05 (indicada pela seta azul), tornando a nossa hip6tese de erros no modelo do

gene ainda mais confiante (Figura 5.B).
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Figura 5: Organizacdo gendmica e proteica de Smp38. A. Representacao da organizacédo
gendbmica da sequéncia confirmada por sequenciamento e da sequéncia predita. A linha
horizontal preta representa o tamanho do gene em pb e as barras verticais verdes
representam os exons (E-01/09) interespacados pelos introns. Os numeros inferiores a linha
preta representam a localizacdo de Smp38 no genoma do S. mansoni (GenBank Assembly
ID: GCA_000237925.2). B. Predicdo de dominios proteicos. A primeira coluna representa o
identificador de Smp38 no banco de dados relacional do S. mansoni, SchistoDB (Zerlotini,
Aguiar et al. 2013) e a segunda coluna representa o tamanho das sequéncias em
aminoacidos (AA). Ambas as sequéncias possuem apenas 0 dominio catalitico conservado.
A auséncia dos sitios de fosforilacdo, representados pelos losangos rosa e a falha no
dominio catalitico representada pela seta azul, aumentam as evidéncias de erros no modelo

do gene.
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4.2 Andlises fenotipicas do silenciamento de Smp38 e SMMAP3K-1

Para iniciarmos este trabalho, cada dsRNA foi sintetizado, purificado e analisado em
gel de agarose 1% n&o desnaturante. A Figura 6 mostra exemplos de alguns dsRNAs
sintetizados. Notamos que a eficiéncia da sintese de dsRNA variou entre os diferentes
transcritos alvos e isso pode ser devido a diferentes eficiéncias nas reacdes de PCR e na
recuperacao dos produtos da PCR dos genes alvos, previamente a producédo do dsRNA. No
entanto, para a adicdo dos dsRNA as culturas de esquistossdmulos estes eram dosados e
sempre adicionava-se uma quantidade em cada poc¢o para a concentracao final de 100 nM.

Trabalhos de silenciamento génico por RNAi em larga escala demonstram que
diferentes regides de um mesmo gene podem produzir diferentes niveis de reducdo do
transcrito (Stefanic, Dvorak et al. 2010). Na tentativa de maximizar os resultados do
silenciamento, duas diferentes regides dos nossos alvos foram selecionadas para a sintese
de dsRNA, entretanto, obtivemos sucesso nas amplificacbes que precedem a sintese de
dsRNA apenas para o alvo Smp38. As diferentes regides de Smp38 foram chamadas de
p38.1 e p38.2.

Mourdo e colaboradores (Mourao, Dinguirard et al. 2009) demonstraram que o
controle inespecifico, apesar de nédo ser codificado pelo genoma do S. mansoni pode
produzir efeitos ndo especificos. Tal fato pode ocorrer quando trabalhamos com longos
dsRNAs, uma vez que a enzima Dicer cliva aleatoriamente essas moléculas, podendo gerar
siRNAs complementares a algum transcrito do S. mansoni. O resultado obtido por esses
autores (Mourao, Dinguirard et al. 2009) foi corroborado pelos nosso estudos e, dessa
forma, trabalhamos com diferentes controles inespecificos para cada um de nossos alvos. O
controle inespecifico mCherry-dsRNA, utilizado nos ensaios de silenciamento para o alvo
Smp38, codifica para a proteina vermelha florescente de Discosoma sp. (Cnidaria:
Anthozoa) e o controle inespecifico GFP-dsRNA, utilizando para o alvo SmMAP3K-1,

codifica para a proteina verde fluorescente de Aequorea victoria (Cnidaria: Hydrozoa).
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Figura 6: Representacdo dos dsRNAs sintetizados. Os dsRNAs foram devidamente
anelados e resolvidos em gel de agarose 1% nao desnaturante. A. Canaleta 1: Padrédo de
peso molecular (100 bp DNA Ladder - Promega), Canaleta 2: p38.1-dsRNA, Canaleta 3:
p38.2-dsRNA, Canaleta 4. mCherry-dsRNA, Canaleta 5: GFP-dsRNA. B. Canaleta 1:
Padréao de peso molecular (100 bp DNA Ladder - Promega), Canaleta 2: MAP3K-1-dsRNA.

Escolhemos trabalhar com esquistossdmulos transformados mecanicamente,
mantidos em cultura e no sétimo dia do desenvolvimento. Neste estagio de
desenvolvimento, apds penetracdo no hospedeiro definitivo, significativas mudancas
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas ocorrem nos esquistossémulos (Wilson 2009).
Embora ndo apresentem uma fisiologia idéntica aos esquistossémulos que penetram pela
pele, esquistossbmulos transformados mecanicamente e mantidos em cultura por
diferentes periodos, passam por todos o0s estagios evolutivos que ocorrem no hospedeiro
definitivo e séo rotineiramente utilizados para estudos de comportamento, desenvolvimento
biolégico, atividade metabdlica, ensaios de bioquimica, biologia molecular e imunologia,
desenvolvimento de vacinas e triagem de drogas (Tang, Dong et al. 2012). Existem
evidéncias que esquistossdmulos transformados mecanicamente sdo estruturalmente
similares aos seus contemporaneos de estagio pulmonar e apds sete dias mantidos em
cultura séo capazes de atingir a maturacdo quando introduzidos em camundongos (Wilson
2009).

E importante ressaltar que antes de iniciarmos a triagem de fenétipos decorrentes
do tratamento com dsRNA teriamos que verificar se o tratamento com dsRNA é téxico para

0s esquistossdmulos. Para analisar a existéncia de um fendétipo letal, apés sete dias de
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incubacdo com dsRNA para um dos nossos controles internos (mCherry-dsRNA) e para o
silenciamento dos transcritos alvos, foi adicionado a populacao de esquistossémulos iodeto
de propidio, que cora moléculas de DNA dupla-fita mas ndo consegue atravessar uma
membrana citoplasmética saudavel. Por conseguinte, esquistossomulos totalmente
corados foram contabilizados e considerados invidveis apds o tratamento. N&o houve
diferenca significativa quando comparamos a porcentagem de esquistossémulos mortos
nas populacdes tratadas com as populacbes que nao receberam tratamento (controle
negativo) (Figura 7).

Estas observacfes indicam que 0s parasitos permanecem viaveis, em longo prazo,
apos o tratamento com dsRNA. E valido ressaltar que apenas o tratamento com o dsRNA
para o controle interno seria suficiente para predizer a toxicidade do dsRNA para os
parasitos. No entanto, o niumero de parasitos mortos decorrentes do tratamento com
dsRNA para os transcritos alvos nos auxiliou na exclusdo do fenétipo de letalidade na
populacéo de esquistossdmulos supostamente silenciados.

Parasitos tratados com dsRNAs para os genes selecionados foram observados todos
os dias por sete dias. Durante os sete dias procuramos observar possiveis fenoétipos
possivelmente associados aos tratamentos com dsRNA. Na triagem por fendtipos,
procuramos observar mudancas na forma, lise do tegumento e morte e perda ou aumento
no movimento. Medidas da area (uM?) dos esquistossémulos foram feitas ao sétimo dia de

cultura para obtencéo de dados referentes a forma dos esquistossémulos.
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Figura 7: Mortalidade dos esquistossémulos expostos a dsRNA. Os esquistossémulos
foram expostos aos dsRNAs mCherry, SmMMAP3K-1 e Smp38 (p38. 1 e p38.2) e a
mortalidade dos parasitos foi avaliada em relagdo ao controle negativo apds sete dias de
tratamento. Os dados foram tratados pelo teste t de Student ndo pareado. Esquistossdémulos
ndo expostos a dsRNA constituem o controle negativo que € expresso no grafico como
“branco”. As barras representam o erro padrdo entre os experimentos (N=3).

Ap6s a exposicdo dos esquistossomulos aos dsRNAs dos genes selecionados, o
anico fendtipo associado que pudemos distinguir entre os diferentes tratamentos foi o de
alteracdo na forma dos parasitos tratados com dsRNAs para o alvo Smp38. Exemplos de
esquistossdmulos apos os tratamentos com dsRNA sdo mostrados na Figura 8. E valido
ressaltar que durante a triagem de fendtipos associados aos tratamentos, 0s
esquistossbmulos foram diariamente observados durante 30 dias, ap6s a data de inicio do

experimento.
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Figura 8: Imagens de esquistossomulos tratados com dsRNA. Os esquistossomulos
foram observados diariamente por sete dias apds exposi¢cdo aos dsRNAs e o fenoétipo de
alteracao da forma foi observado. Como controle inespecifico, esquistossémulos foram
incubados com mCherry-dsRNA (C) e GFP-dsRNA (E). Em A e B estdo representados os
parasitos tratados com p38-dsRNA, p38.1 e p38.2 respectivamente. Em D estdo
representados os parasitos tratados com MAP3K-1-dsRNA (imagens com aumento de
100x). A forma alongada dos parasitos, representada pelas setas pretas, esta de acordo
com o esperado para esquistossdmulos com sete dias de desenvolvimento (Crabtree and
Wilson 1980). Esquistossomulos de forma arredondada séo indicados pelas setas brancas.
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Ao sétimo dia, esquistossdmulos foram amostrados em fotografias e a &rea de cada
parasito foi medida, com excecdo dos organismos mortos. As medidas obtidas foram
submetidas a tratamento estatistico usando o teste de Mann-Whitney (significancia p<0,05).
Estes experimentos foram repetidos por trés vezes para cada tratamento.

A mediana do area dos esquistossémulos variou nos diversos grupos analisados
como pode ser visto na Figura 9. Portanto, cada experimento foi considerado
separadamente e a mediana de cada amostra comparada com a mediana do controle
inespecifico mCherry-dsRNA. Vale a pena ressaltar que apesar de ndo demonstrado no
grafico, ndo houve diferenca significativa entre os grupos de parasitos controle (mCherry-
dsRNA e controle negativo).

Apesar de termos observado durante a triagem de fenotipos alteragdes na forma dos
parasitos tratados com p38.1-dsRNA e p38.2-dsRNA, alguns tratamentos foram
inconsistentes, apresentando alteracdo da area apenas em dois dos trés experimentos
realizados. Neste caso, devemos desconsiderar o fenétipo de alteragdo na forma dos
esquistossémulos.

Nos apoiamos em algumas evidéncias para argumentar o fenétipo de alteracdo na
forma dos esquistossémulos e a inconsisténcia dos nossos resultados. Recentes aplicacbes
de RNAi em esquistossémulos, miracidios ou vermes adultos produziram fenétipos de
parasitos menores (Kalinna and Brindley 2007). Mourdo e colaboradores (Mourao,
Dinguirard et al. 2009) mediram o comprimento de esporocistos silenciados para varios
genes envolvidos em importantes processos bioldgicos do S. mansoni e a mesma
inconsisténcia foi observada em varios tratamentos. Em C. elegans foi observado que
apenas cerca de 10% dos varios genes silenciados apresentam algum fenétipo, sendo 2%
dos fendtipos viaveis detectaveis relacionados com tamanho alterado ou crescimento
(Kamath and Ahringer 2003). Além disso, a eficiéncia do silenciamento e quais 0s genes
eram silenciados em C. elegans foram, de certa forma, dependente dos métodos de RNAI
empregados (O'Rourke and Bowerman 2005), evidenciando dessa forma, que a auséncia de
fendtipos e a inconsisténcia entre métodos de silenciamento é recorrente, até mesmo em C.
elegans, organismo em que essa ferramenta foi desenvolvida e € amplamente utilizada.

A auséncia de um fendtipo associado ao tratamento in vitro com dsRNA para
produtos génicos de MAPKs também foi descrito por Andrade e colaboradores (Andrade
2013). Apesar da técnica de RNAi se mostrar eficiente em S. mansoni, ndo podemos nos
esquecer que, ao contrario do nocaute génico, o efeito do silenciamento ndo produz fenoétipo
nulo. Portanto, o efeito da supressdo da expressdo génica pode ser transiente e uma
expressao minima de uma determinada proteina pode ser suficiente para a execucao de sua
fung&o. Nao podemos desconsiderar a localizagéo celular e tecidual em que o transcrito alvo

€ expresso e, dessa forma, poderia ndo ser sensivel ao mecanismo de RNAi. Mais ainda, a
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absorcdo de dsRNA ndo é uniforme em uma mesma populacdo de parasitos (Mourao,
Dinguirard et al. 2009).

150001 . . .
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Figura 9: Area dos esquistossdmulos apos tratamento com dsRNAs. A &rea dos
esquistossbmulos expostos aos dsRNAs p38.1 e p38.2 foi comparada a area dos
esquistossbmulos controle (tratados com mCherry-dsRNA). O grafico ilustra a
representacdo de trés experimentos analisados pelo teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum
of ranks). Com asteriscos, estdo as amostras que apresentaram significativa alteracéo da
area dos esquistossémulos (p38.1 e p38.2) quando comparadas ao seu respectivo controle
interno, mCherry. As barras pretas horizontais representam a mediana da area da
populacdo amostrada (** e *** indicam p<0,01, e p< 0,001 respectivamente). Os simbolos
representam um Unico verme para cada grupo experimental. Como os valores das
medianas ndo se mantiveram constantes entre as réplicas biologicas, os andlises dos

experimentes foram realizadas separadamente.
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4.3 Estudo dos niveis de transcritos em parasitos tratados com dsRNA

Utilizamos PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) para verificarmos o nivel dos
transcritos expressos pelos parasitos tratados com dsRNA, comparando-os com o nivel dos
mesmos transcritos em esquistossdémulos tratados com mCherry-dsRNA e GFP-dsRNA. Na
tentativa de mapear qual seria o tempo ideal para o silenciamento de cada um dos genes
selecionados, o nivel dos transcritos foi dosado dois, quatro e sete dias apds cada
tratamento com dsRNA. Acessar os niveis de transcritos em diferentes tempos € essencial,
uma vez que a reducao no nivel de transcritos por RNAi em Schistosoma nao € constante e
que cada RNA mensageiro apresenta uma meia-vida diferente (Yoshino, Dinguirard et al.
2010). E valido ressaltar que todos os iniciadores utilizados na qPCR anelam em regies
externas a regido alvo para a sintese de dsRNA, prevenindo que os dsRNAs remanescentes
na amostra de cDNA sejam amplificados e quantificados.

Infortunadamente, detectamos que o alvo SmMAP3K-1 ndo foi sensivel ao
silenciamento génico, produzindo uma diminuicdo extremamente sutil e inconsciente no
nivel de transcritos (Figura 10).

Em nossos estudos de supressdo da expressdo génica empregamos o0 uso de
dsRNA e soaking. Diferentes protocolos da técnica de RNAIi foram propostos na tentativa de
potencializar os efeitos do silenciamento em S. mansoni. Ndegwa e colaboradores (Ndegwa,
Krautz-Peterson et al. 2007) estudaram diferentes protocolos para suprimir a expressao da
proteina fosfatase alcalina (SmAP) e concluiram que tanto dsRNA como siRNA promovem
um silenciamento efetivo. Entretanto, o efeito do silenciamento foi influenciado pelo método
de entrega do dsRNA exdgeno, produzindo resultados mais significativos e conscientes por
eletroporacdo quando comparados aos resultados obtidos por soaking. Na tentativa de
maximizar 0s nossos resultados, também utilizamos a estratégia de eletroporacéo (dados
ndao mostrados). Entretanto, apesar de empregarmos a mesma metodologia descrita por
Ndegwa e colaboradores (Ndegwa, Krautz-Peterson et al. 2007), acreditamos que a
voltagem aplicada néo foi capaz de induzir poros reversiveis nas membranas celulares.

Além disso, Mourdo e colaboradores detectaram que alguns alvos tratados com
dsRNA demonstravam fendtipo evidente in vitro mas ndo apresentavam mudancas
significativas no nivel do transcrito. Esses resultados sugerem que talvez ndo exista uma
correlacdo entre a ocorréncia de um fenétipo evidente e o nivel de silenciamento do
transcrito, ou que, cada transcrito apresenta um turnover diferente.

E evidente que varios fatores devem ser considerados quando o silenciamento
génico ndo é alcancado para um determinado alvo, como por exemplo: 1. O método de

silenciamento foi baseado em dsRNA ou siRNA? 2. Qual método de entrega foi empregado
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para 0 dsRNA exégeno? 3. Qual € a localizagdo celular e tecidual do transcrito alvo?
Proteina quinases da subfamilia MAP3K-1 sdo moléculas upstream das cascatas de
sinalizagdo das MAPKs em organismos eucariotos (JNK, ERK-1/2 e p38). Devido ao seu
papel essencial nessas redes complexas, acreditamos que o RNA mensageiro de
SmMAP3K-1 possui uma meia-vida curta, sendo requerido de uma forma mais homogénea
durante todo o desenvolvimento do S. mansoni. Uma vez os niveis de transcritos de
SmMAP3K-1 foram acessados somente dois dias apds o inicio dos tratamentos é possivel

que a expressdo génica ja tenha se normalizado.

Nivel do transcrito relativo ao controle

SmMMAP3K-1 SMMAP3K-1 SmMMAP3K-1
2 dias 4 dias 7 dias

Figura 10: Nivel de transcritos de SmMMAP3K-1 p6s-dsRNA. Os niveis de transcritos de
SmMAP3K-1 foram comparados aqueles dos parasitos tratados com GFP-dsRNA (controle)
durante dois, quatro ou sete dias. Os resultados foram analisados pelo método AACT
seguido do teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks); P<0.05; N=3, alteracdes
significativos nos niveis de transcritos sdo mostradas com asteriscos (*). A linha pontilhada
representa o nivel normalizado de transcritos na populacdo controle (GFP-dsRNA). As
barras representam o erro padrao entre 0s experimentos e os valores no interior das colunas

representam os niveis de transcritos quantificados.

Em contrapartida, quando acessamos 0s niveis de transcritos de Smp38 em
diferentes tempos apos o tratamento com dsRNA, detectamos um silenciamento satisfatério
para ambas as regides selecionadas (Figura 11). Interessantemente, a eficiéncia do
silenciamento variou para cada regido testada e com o decorrer dos dias uma diminuicédo

consistente nos niveis de transcritos foi observada para p38.1, ao passo que p38.2
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demonstrou um aumento progressivo nos niveis de transcritos. A menor redu¢do nos niveis
de transcritos para p38.1 foi de 85% ap0s sete dias de tratamento e para p38.2 foi de 78%
apo6s dois dias (Figura 11). Apesar da localizacdo no produto proteico das regides p38.1 e
p38.2 ndo ser o enfoque principal deste trabalho, faremos uma prévia aqui. A regido p38.2
representa na cadeia polipeptidica a extremidade C-terminal do dominio catalitico onde esté
localizado o motivo DFG (Asp-Phe-Gly) altamente conservado entre as proteina quinases
eucarioticas e essencial na regulacéo da atividade quinase (Peng, Shiao et al. 2013). A vista
disso, acreditamos que no inicio do tratamento o silenciamento promova uma reducao
drastica do transcrito, mas ao sétimo dia, no momento em que acessamos o0 hivel deste
transcrito, a expressao génica esteja se normalizando. Nao obstante, estamos diante de
uma possivel estratégia do parasito em regularizar a expressédo de uma proteina efetora de
uma importante cascata de sinalizagéo requerida para o seu desenvolvimento.

A satisfatoria diminuicdo da expressdo génica medida por RT-gPCR associada a
auséncia de um fenotipo claro e consistente na populagédo de esquistossomulos nos deixou
bastante intrigados. Nos arriscamos a sugerir algumas hipéteses para esse ocorrido: 1. a
diminuicdo dos niveis do transcrito ndo seria suficientemente eficaz para levar a uma
diminuicdo dos niveis proteicos no tempo maximo observado (sete dias); 2. o fenétipo de
silenciamento génico produzido seria muito sutil, ndo sendo percebido pelos nossos
métodos de avaliacdo; 3. a diminuicdo dos niveis do transcrito levaria a uma queda na
sintese da proteina, mas o produto proteico apresentaria uma meia-vida longa, o que
reduziria os efeitos do silenciamento; 4. mesmo havendo quedas, por vezes drasticas, do
nivel de transcrito e da proteina por ele codificada, a presenca de uma pequena quantidade
de proteina seria suficiente para manter sua fungcdo e, por Ultimo mas ndo menos
importante; 5. a funcdo do gene silenciado poderia ser substituida por um outro gene

funcionalmente analogo.
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Figura 11: Nivel de transcritos de Smp38 pds-dsRNA. Os niveis de transcritos de Smp38
foram comparados aqueles dos parasitos tratados com mCherry-dsRNA (controle) durante
dois, quatro ou sete dias. Os resultados foram analisados pelo método AACT seguido do
teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks); P<0.05; N=3, decréscimos significativos
nos niveis de transcritos sdo mostrados com asteriscos (*). A linha pontilhada representa o
nivel normalizado de transcritos na populacdo controle (mCherry-dsRNA). As barras
representam o erro padrdo entre 0s experimentos e os valores no interior das colunas

representam os niveis de transcritos quantificados.

Embora satisfeitos com o resultado do silenciamento génico de Smp38 precisdvamos
investigar outro questionamento: O transcrito de Smp38 seria o0 alvo exclusivo do
silenciamento? Bhardwaj e colaboradores (Bhardwaj, Krautz-Peterson et al. 2011), grupo
pioneiro em estudos de silenciamento génico por RNAiI no S. mansoni, recomenda
fortemente que o tamanho dos longos dsRNAs seja de aproximadamente 400-500 pb.
Longos dsRNAs serdo reconhecidos e processados pelo complexo DICER e, por seguinte,
degradados de forma randémica em pequenos siRNAs (~ 22 pb). Além disso, ja foi descrito
gue a eficiéncia do silenciamento esta associada a sequéncia escolhida para a sintese de
dsRNA (Naito and Ui-Tei 2013). Ademais, para evitar a degradacdo inespecifica de
transcritos € necessario que para a sintese de dsRNA seja escolhida uma regido pouco
conservada entre membros de uma mesma familia proteica. Visto que o transcrito de Smp38

possui 1.020 pb e que cada dsRNA sintetizado deveria ter entre 400-500 pb, foi inevitavel
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que a composicdo do dsRNA ndo refletisse parte do dominio catalitico altamente
conservado entre proteina quinases eucariéticas da familia MAPK.

Sabemos que o quinoma do S. mansoni possui oito representantes da familia MAPK
(Andrade, Nahum et al. 2011), e trés destes foram caracterizados experimentalmente por
membros do nosso grupo, a saber: SmMERK-1 (Smp_047900), SmERK-2 (Smp_142050) e
SMINK (Smp_172240) (Andrade 2013). Ademais, estudos que remontam a historia
evolutiva das MAPKs do S. mansoni evidenciam que JNK e p38 sejam grupos irmaos (Gava
2013) reforcando a similaridade no nivel da sequéncia de aminoacidos desses
representantes e fortalecendo a nossa suspeita de que o silenciamento génico de Smp38
poderia estar produzindo off-targets. Sendo assim, partimos para a amplificacdo dos
transcritos de SmERK-1, SmERK-2 e SmINK em amostras silenciadas para Smp38 (quatro
dias apos exposicdo ao dsRNA). Para a nossa plena satisfacdo, os niveis de transcritos
desses genes nao foram reduzidos e, desta forma, nos sentimos confiantes para prosseguir
com 0s nossos estudos (Figura 12).

Interessantemente, parasitos tratados com dsRNA para Smp38 apresentaram uma
superexpressdo génica de SmERK-1, SmERK-2 e SmJNK, comparado com o0s
esquistossdmulos tratados com mCherry-dsRNA (Figura 12). Esse fato € ainda reforcado
por Henklova e colaboradores (Henklova, Vrzal et al. 2008) que ao utilizar células de
hepatdcitos de humanos, demonstraram in vitro que a ativagédo das proteinas ERK e JNK &
decorrente da inibicdo da atividade de p38. Para nos certificarmos que nao era artificio de
técnica, amplificamos SmERK-1, SmERK-2 e SmJNK em amostras com outro tratamento e
estas apresentaram um nivel normal do transcrito (resultados ndo mostrados).

Sabemos que proteinas da familia MAPK s&o transdutoras do sinal que controla
multiplos processos celulares essenciais para o desenvolvimento de um organismo,
incluindo crescimento celular, proliferacdo, diferenciagdo, apoptose, estresse oxidativo e
imunidade inata (Seger and Krebs 1995). A inibicdo da expressdo génica de Smp38
interrompe a transducdo do sinal ativador de fatores de transcricdo que controlam tais
processos celulares, causando grandes prejuizos ao parasito. Nao obstante, concluimos
que a superexpressdo de SmERK-1, SmERK-2 e SmJNK representa uma medida
compensatodria adotada pelo parasito para suplantar a funcéo perdida apés o silenciamento
de Smp38.
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Figura 12: Nivel de transcritos de MAPKs em amostras silenciadas. Os niveis de
transcritos de SmERK-1, SmERK-2 e SmJNK foram acessados em amostras silenciadas
para Smp38 apods tratamento com p38.1-dsRNA e p38.2-dsRNA durante quatro dias. Os
niveis de transcritos foram comparados aqueles dos parasitos tratados com mCherry-dsRNA
(controle). Os resultados foram analisados pelo método AACT seguido do teste de Mann-
Whitney (Wilcoxon sum of ranks); P<0.05; N=3, altera¢Bes significativas nos niveis de
transcritos sdo mostradas com asteriscos (*). A linha pontilhada representa o nivel
normalizado de transcritos na populagéo controle (mCherry-dsRNA). As barras representam

0 erro padrdo entre 0s experimentos.
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4.4 Papel biol6gico de Smp38 frente ao sistemaimune do hospedeiro

A pergunta motivadora que nos direcionou para o0s testes in vivo foi:
Esquistossdmulos expostos ao sistema imune do hospedeiro definitivo apds supressao da
expressao génica ou inibicdo da atividade enzimética de Smp38 se desenvolvem em vermes
adultos viaveis? Ansiosos pela resposta, tracamos duas estratégias distintas: 1. infectar
camundongos com esquistossdmulos silenciados para a expressdo génica de Smp38; 2.
infectar camundongos com esquistossémulos expostos a SB 203580, um inibidor da
atividade de p38 MAPK que compete pelo sitio de ligacdo a ATP, altamente potente e
especifico (Kumar, Jiang et al. 1999). Por conseguinte, para ambas as estratégias foi
possivel observar o desenvolvimento do parasito de forma similar a infecgéo natural.

Para alcancar os objetivos idealizados em nossa primeira estratégia, 2.000
esquistossdbmulos foram novamente expostos a dsRNA para p38.1, p38.2 e mCherry e apos
guatro dias (tempo em que a redugdo no nivel de transcritos foi similar para p38.1 e p38.2),
300 esquistossdmulos foram injetados em camundongos. Para garantir que o silenciamento
foi eficaz nessas amostras, os esquistossémulos remanescentes foram utilizados para
extracdo do RNA total, seguido de sintese de cDNA e RT-qPCR. A andlise por RT-gPCR
confirmou uma reducéo significativa no nivel de transcritos, como esperado, 0 que nos leva
a confiar que qualquer fendtipo observado nos ensaios in vivo sdo efeitos decorrentes do
silenciamento (Figura 13). Portanto, 40 dias apds a infeccdo, realizamos a perfusdo dos
camundongos para recuperacao e contagem dos vermes adultos e também excisamos 0s

figados, que foram digeridos para a recuperacdo e contagem dos ovos.
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Figura 13: Niveis de transcritos de Smp38 pré-infeccdo dos camundongos.
Representacdo dos niveis de transcritos de p38.1 e p38.2 em relacdo ao controle
(mCherry-dsRNA) apés tratamento com dsRNA durante quatro dias. Os resultados foram
analisados pelo método AACT seguido do teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks);
P<0.05; N=3, decréscimos significativos nos niveis de transcritos sdo mostrados com
asteriscos (*). A linha pontilhada representa o nivel normalizado de transcritos na populagéo
controle (mCherry-dsRNA). As barras representam o erro padrao entre 0s experimentos e 0s

valores no interior das colunas representam os niveis de transcritos quantificados.

O numero de vermes adultos e ovos provenientes do desenvolvimento de
esquistossémulos silenciados diminui significativamente quando comparamos com 0 NosSso
grupo controle inespecifico (esquistossdmulos expostos a mCherry-dsRNA) (Figura 14 e
15). Em relagdo ao numero de vermes houve uma reducdo de 46% para p38.1 e 67% para
p38.2 e em relacdo a postura de ovos observamos uma reducéo de 55% para p38.1 e 85%
para p38.2. Nao houve significancia estatistica entre os grupos mCherry e controle negativo
(resultado ndo mostrado). A diminuicdo no numero de vermes e ovos nos deixou bastante
entusiasmados, pois era evidente que Smp38 afetava ambas ou pelo menos uma das duas
principais caracteristicas para a reproducdo do parasito: desenvolvimento e sobrevivéncia.
Mais ainda, foi demonstrado que o silenciamento de SmJNK (Andrade 2013), uma MAPK
filogeneticamente relacionada a p38 (Gava 2013) também reduz o numero de vermes
produzidos pelo parasito, reforcando o papel das MAPKs no desenvolvimento e/ou
sobrevivéncia do S. mansoni.

Nossos resultados sdo ainda apoiados por semelhancas encontradas em outros

organismos, como por exemplo, mamiferos em que p38 atua como mediadora da
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sobrevivéncia celular em resposta a danos no DNA (Thornton and Rincon 2009), em
Drosophila melanogaster (Arthropoda: Insecta) foi demonstrado que p38 é requerida durante
a 0ogénese (Suzanne, Irie et al. 1999) e em C. elegans em que a reducédo da atividade de
p38 esta relacionada ao envelhecimento precoce e, portanto, sobrevivéncia deste
nematddeo (Youngman, Rogers et al. 2011).
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Figura 14: Nimero de vermes adultos recuperados pés-silenciamento. O gréfico
ilustra a comparacdo do numero de vermes adultos obtidos ap6s perfusdo de camundongos
infectados com esquistossémulos silenciados em relacdo ao controle inespecifico mCherry.
Representacao de trés experimentos analisados pelo teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum
of ranks). Os simbolos representam o numero de vermes recuperados para cada
camundongo em seu respectivo grupo. Ambos os tratamentos alcancaram significancia
estatistica quando comparados ao controle (p38.1 versus mCherry: p<0.001; p38.2 versus
mCherry: p<0.001). A mediana do niumero de vermes total para cada grupo experimental foi:
mCherry: 152; p38.1: 81,5; p38.2: 50.
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Figura 15: Niumero de ovos recuperados pés-silenciamento. O grafico ilustra o nUmero
de ovos obtidos do figado de camundongos infectados com esquistossémulos silenciados
em relacdo ao controle inespecifico mCherry. Representacdo de trés experimentos
analisados pelo teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks). Os simbolos representam
0 numero de ovos recuperados nos figados para cada camundongo em seu respectivo
grupo. Ambos os tratamentos alcangaram significancia estatistica quando comparados ao
controle (p38.1 versus mCherry: p<0.001; p38.2 versus mCherry: p<0.001). A mediana do
namero de ovos total para cada grupo experimental foi: mCherry: 28.000; p38.1: 12.670;
p38.2: 4.165.
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Como mencionado anteriormente, a absor¢cdo de dsRNA em uma populagédo néo é
uniforme e, por um momento, pensamos que 0S vermes remanescentes poderiam ser
provenientes de esquistossomulos cujo o silenciamento ndo foi efetivo.
Surpreendentemente, quando acessamos 0s niveis de transcrito de Smp38 nos vermes
adultos, constatamos que o silenciamento génico permanecia efetivo, rejeitando a nossa
hipotese inicial de que os vermes remanescentes seriam uma populacdo de parasitos nao

silenciados (Figura 16).
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Figura 16: Nivel de transcritos de Smp38 em vermes adultos. Os niveis de transcritos de
Smp38 foram acessados em vermes adultos recuperados apods infeccdo com
esquistossbmulos silenciados. Os niveis de transcritos foram comparados aqueles dos
parasitos tratados com mCherry-dsRNA (controle inespecifico). Os resultados foram
analisados pelo método AACT seguido do teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks);
P<0.05; N=3, decréscimos significativos nos niveis de transcritos sdao mostrados com
asteriscos (*). A linha pontilhada representa o nivel normalizado de transcritos na populagéo
controle (mCherry-dsRNA). As barras representam o erro padréo entre 0s experimentos e 0s

valores no interior das colunas representam os niveis de transcritos quantificados.
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As andlises morfoldgicas dos vermes adultos silenciados iluminaram a nossa idéia

de que Smp38 é essencial para o desenvolvimento e sobrevivéncia do S. mansoni. Por

microscopia Otica, vermes fémeas apresentaram uma reducdo na densidade de células

vitelinicas das glandulas vitelogénicas e vermes machos expressaram baixa densidade de

células germinativas dos lobos testiculares e baixa densidade de tubérculos tegumentares

(Tabela 2).

Tabela 2: Morfologia dos vermes adultos observada pds-silenciamento.

Morfologia das fémeas

Estrutura

Grupos experimentais

Smp38-dsRNA mCherry-dsRNA Controle negativo
Glandulas vitelinicas + +++ +++
Eliminacdo de odcitos P P P
Ovo P P P
Espermateca P P P
Espermatozoéides P P P

Morfologia dos machos

Estrutura

Grupos experimentais

dsRNA-p38 MAPK dsRNA-mCherry | Controle negativo
Células germinativas + +++ +++
Vesicula Seminal P P P
Espermatozoides P P P
Tubérculos + +++ +++

+++: alta densidade, +: baixa densidade, P: presenca.
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As glandulas vitelogénicas ocupam dois ter¢cos posteriores do corpo das fémeas. As
células vitelinicas de cada foliculo apresentam diferentes estagios do desenvolvimento,
desde pequenas células sem globulos da casca até outras com grandes glébulos, com
material precursor para a casca do ovo (Mone and Boissier 2004). Portanto, a reducdo no
numero de ovos produzidos pelas fémeas silenciadas esti associada ndo somente a
reducdo no numero de fémeas recuperadas mas também a baixa densidade de células
vitelinicas destes parasitos. Nos machos, as células germinativas dos lobos testiculares se
diferenciam em espermatozéides que serdo transportados pelo vaso eferente que se relne
em um canal deferente, desembocando na vesicula seminal (Mone and Boissier 2004).
Portanto, concluimos que a baixa densidade de células germinativas observada nos machos
silenciados altera o numero de espermatozoides viaveis a fecundagdo dos odcitos,
reduzindo o nimero de ovos produzidos pelas fémeas.

As analises morfométricas dos vermes adultos comparadas aos controles foram
realizadas para a altura dos tubérculos, para o numero de lobos testiculares e para as areas
do agrupamento testicular, do ovario e da vesicula seminal (Figura 17). Observamos uma
diferenca significativa na altura dos tubérculos dos machos silenciados em comparagdo com
0s vermes do grupo controle (vermes provenientes de esquistossdmulos que nao receberam
nenhum tipo de tratamento), porém, quando comparamos aqueles do grupo mCherry nao
observamos nenhuma alteracdo significativa e portanto, esses resultados foram
considerados inconsistentes (Figura 17). Ademais, quando comparados esses vermes aos
controles ndo constatamos alteracbes no nuimero de lobos, na area do agrupamento
testicular e da vesicula seminal. Em relacdo as fémeas, a maioria apresentou uma reducao
significativa na area dos ovarios (Figura 17). Esse resultado é corroborado pelo observado
em D. melanogaster, em que foi demonstrado que a delecdo de p38 interfere no

desenvolvimento do ovario (Suzanne, Irie et al. 1999).
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Figura 17: Andlises morfométricas dos vermes adultos. A morfometria foi realizada para
comparar algumas estruturas dos vermes adultos recuperados apods infeccdo com
esquistossémulos silenciados em relagdo as estruturas dos vermes dos grupos controles.
Para tais analises avaliamos a altura dos tubérculos, o niumero dos lobos testiculares e as
areas do agrupamento testicular, da vesicula seminal e do ovario. Os simbolos representam
um Unico verme para cada grupo experimental. Os dados foram tratados pelo teste de
Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks). Com asteriscos, estdo as amostras que
apresentaram significativa reducdo da area do ovario ou da altura do tubérculos quando
comparadas ao controle mCherry e/ou controle negativo (representado no grafico apenas
por “controle™). N=3. As barras pretas horizontais representam a mediana da area ou do
namero de tubérculos da populacdo amostrada (** e *** indicam p < 0.01, e p < 0.001

respectivamente).
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Imagens obtidas por microscopia confocal a laser nos concedeu uma analise
gualitativa das altera¢des estruturais observadas nos vermes recuperados apos infeccéo
com esquistossdmulos silenciados. Como ja esperado, os machos dos nossos controles
mCherry-dsRNA (Figura 18A) e negativo (Figura 18B) apresentam o tegumento integro, com
tubérculos bem desenvolvidos e distribuidos regularmente na superficie dorsal do parasito.
O curso da infeccdo € acompanhado pelo desenvolvimento de estruturas do sistema
reprodutivo que asseguram a maturacdo sexual dos vermes. Quatro semanas apés a
infeccdo grande parte dos machos exibem o canal ginecéforo e o agrupamento testicular
que, na maioria das vezes, varia entre oito a dez lobos (Neves, Costa-Silva et al. 2003).
Esse perfil também foi observado em nossos controles, que possuem 0 agrupamento
testicular plenamente desenvolvido com células germinativas bem diferenciadas (Figura 18
A e B). Todavia, grande parte dos machos silenciados para Smp38 apresentaram
irregularidades no agrupamento testicular e alteracdes na densidade e diferenciacdo das
células germinativas (Figura 18C). Mais ainda, o tegumento desses parasitos apresentou
irregularidades e baixa densidade de tubérculos (Figura 18 D). Os tubérculos do tegumento
sdo protuberdncias com espinhos e estdo associados a fixagdo dos machos (Van
Hellemond, Retra et al. 2006). Sendo assim, acreditamos que o pequeno numero de vermes
adultos recuperados nos camundongos infectados com esquistossémulos silenciados seja
um efeito da méa formacao do tegumento, impedindo que esses vermes se fixem as paredes

do intestino, sendo levados pela corrente sanguinea.
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Figura 18: Microscopia confocal a laser de vermes machos. A. Vermes provenientes de

esquistossdbmulos expostos a mCherry-dsRNA; B. Vermes provenientes de
esquistossdbmulos ndo expostos a dsRNA; C e D. Vermes provenientes de esquistossdmulos
expostos a Smp38-dsRNA. As estruturas estdo indicadas pelas seguintes letras: DT: tubo
digestivo; GC: células germinativas; TE: tegumento; TT: tubérculos tegumentares. Para cada
grupo experimental foram analisados seis vermes machos provenientes de trés réplicas
biol6gicas. Irregularidades no agrupamento testicular e alteracbes na densidade e
diferenciagdo das células germinativas sdo amostradas em C e irregularidades e baixa

densidade de tubérculos podem ser observadas em D.
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Imagens por microscopia confocal a laser das fémeas recuperadas estdo
amostradas na Figura 19. Vermes fémeas com cinco semanas de desenvolvimento ja
produzem od0citos, possuem glandulas vitelinicas e espermateca completamente
desenvolvidas com espermatozoides visiveis, a maioria possui um ovo situado no Utero ou
o0tipo e o ovario possui diferenciagcdo celular com células menores (imaturas) na regiao
proximal e maiores (maduras) na regido distal (Biolchini Cde, Neves et al. 2006). O
tegumento das fémeas é praticamente liso e caracterizado pela auséncia de tubérculos
(Skelly and Alan Wilson 2006). Todas essas caracteristicas e estruturas foram observadas
nas fémeas dos grupos mCherry e controle negativo (Figura 19 A, B, C, D, E). Em
contrapartida, as fémeas silenciadas para Smp38 apresentaram irregularidades no
tegumento, caracterizadas por profundas reentrancias (Figura 19G e 19I). Apesar de termos
encontrado ovo no oo6tipo (Figura 191), para a maioria das fémeas também observamos uma
maior densidade de células imaturas no ovario (Figura 19G) e uma menor densidade de
células vitelinicas (Figura 19H). As modificacdes observadas nas estruturas relacionadas ao
aparelho reprodutor das fémeas reforga ainda mais a consisténcia dos nossos resultados,
uma vez que a reducdo da diferenciagdo celular em odcitos e da densidade de células

vitelinicas favorecem a diminui¢cdo do nimero de ovos produzidos pelas fémeas.
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Figura 19: Microscopia confocal a laser de vermes adultos fémeas. A, B e C. Vermes
provenientes de esquistossdmulos expostos a mCherry-dsRNA; D, E e F. Vermes
provenientes de esquistossdmulos ndo expostos a dsRNA; G, H e |. Vermes provenientes
de esquistossdmulos expostos a Smp38-dsRNA. As estruturas estdo indicadas pelas
seguintes letras: E: ovo no 06tipo, IC: células imaturas, MC: células maduras; OC: od0cito;
OV: ovério; S: espermateca; TE: tegumento: VG: glandulas vitelinicas. Para cada grupo
experimental foram analisados seis vermes fémeas provenientes de trés réplicas bioldgicas.
Irregularidades no tegumento caracterizadas por profundas reentrancias sdo amostradas em
G e |, maior densidade de células imaturas no ovario pode ser observada em G e menor

densidade de células vitelinicas em I.
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Até o presente momento, estdvamos diante do seguinte cenario: 1. o silenciamento
de Smp38 foi satisfatorio, 2. o efeito do silenciamento causa uma diminuicao significativa no
namero de vermes recuperados e no numero de ovos produzidos pelas fémeas; 3. 0
silenciamento é transmitido de esquistossémulos para vermes adultos; e por fim, 4. os
vermes adultos machos e fémeas silenciados apresentam alteragdes no tegumento e em
estruturas do aparelho reprodutor. Estavamos intrigados com a drastica reducdo na
producdo de ovos pelas fémeas e, mais ainda, ao contabilizarmos o nimero de vermes
maduros recuperados em cada infec¢do, observamos a ocorréncia de fémeas imaturas, o
que ndo é comum apos 40 dias de infeccdo. Logo, nos motivamos a responder trés
perguntas que nos auxiliaria no melhor entendimento do desenvolvimento do parasito: 1. O
silenciamento de Smp38 interfere na maturacdo sexual das fémeas e consequentemente no
namero de ovos produzidos? 2. O silenciamento de Smp38 interfere na maturagcdo desses
ovos? 3. Os ovos produzidos pelas fémeas silenciadas sao viaveis?

Para responder nossa primeira pergunta avaliamos a cinética da maturagdo dos
vermes provenientes da infeccdo com esquistossdmulos silenciados. Nesse experimento
utilizamos cinco camundongos para cada um dos quatro grupos experimentais, a saber:
p38.1, p38.2, mCherry e branco (controle negativo). Os camundongos foram sacrificados em
diferentes tempos, sendo 17 e 40 dias apds a infeccao. A nossa hipétese era que se o
silenciamento estivesse interferindo na maturagdo sexual, ap6s 17 dias de infeccdo a
maioria dos vermes recuperados estariam nos primeiros estagios do desenvolvimento e
apo6s 40 dias de infeccdo grande parte dos vermes nao teriam alcancado a maturacdo
sexual.

Uma das formas de acessar a cinética da maturacao é através do schistograma, que
consiste em contar e classificar os parasitos recuperados em seis estagios do
desenvolvimento com auxilio de microscépio estereoscépio. Critérios morfolégicos séo
usados para classificar o parasito em relacdo ao seu estagio, sendo estes baseados no
desenvolvimento do intestino apés a ingestdo de sangue (Silva-Leitao, Biolchini et al. 2009).
A classificacdo segue o0s seguintes critérios: esquistossdmulos de primeiro estagio sédo de
curta duracdo e representados pelos parasitos recém chegados dos pulmdes, apresentam
somente uma mancha escura referente ao inicio do ceco; no segundo estagio a mancha
escura se bifurca de modo que néo ultrapassa o acetabulo; no terceiro estdgio a mancha
bifurcada ultrapassa o acetabulo formando uma estrutura arredondada; no quarto e quinto
estagio ha uma extensdo da mancha bifurcada de modo que n&o ultrapasse o ceco; e no
sexto e ultimo estagio encontramos adultos jovens e maduros com o ceco completamente
desenvolvido (Barbosa, Pellegrino et al. 1978).

Ao analisarmos a cinética da maturacdo dos vermes silenciados apos 17 dias de

infeccao, verificamos que em todos 0s grupos experimentais havia parasitos do primeiro ao

76




guarto estagio do desenvolvimento e que todos aqueles recuperados apds 40 dias,
alcancaram a maturacdo sexual (Figura 20). E interessante notar que apesar de todos os
vermes terem alcancado a maturagéo sexual apos 40 dias de infeccdo, o nimero de vermes
recuperados para p38. 1 e p38.2 foi menor em relagdo aos controles, corroborando
resultados ja& mostrados anteriormente.

Ademais, concluimos que o silenciamento de Smp38 ndo interfere na maturacao
sexual do S. mansoni mas muito provavelmente esta relacionado ao desenvolvimento dos
6rgaos reprodutores e/ou no acasalamento dos parasitos. Em C. elegans, o nocaute de p38
(pmk-2) interfere no desenvolvimento da vulva e dos o0d4citos e, consequentemente,

interrompe a postura de ovos (Berman, McKay et al. 2001).

p38.2
& p38.1
g
S mcCherry ® Vermes maduros
B m 5° estagio
ranco
S 4° estagio
p38.2 m 3° estagio
3 m 20 estagio
E m 1° estagio
Branco

Figura 20: Cinética da maturagcdo dos vermes pds-silenciamento. Os vermes foram
recuperados de camundongos apos 17 e 40 dias de infecgdo com esquistossémulos
silenciados. Nesse experimento utilizamos cinco camundongos para cada um dos quatro
grupos experimentais, sendo estes: p38.1, p38.2, mCherry e branco (controle negativo). Os
camundongos foram sacrificados em diferentes tempos, sendo 17 e 40 dias apds a infecgéo.
Os valores representados na linha horizontal representam o nimero de vermes recuperados

em cada grupo experimental de acordo com o estdgio do desenvolvimento e com o tempo

de infeccéo.
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Retomando nosso segundo questionamento, gostariamos de saber se o
silenciamento de Smp38 interfere no processo de maturacdo dos ovos. Para tal, foi
realizado o oograma intestinal com o objetivo de avaliar o processo de maturacdo dos ovos
neste tecido. O processo consistiu da resseccdo de 1 cm? da porcdo intermediaria do ileo,
com posterior corte longitudinal, seguida de compressdo deste fragmento de tecido entre
duas laminas de microscopia. As laminas sé@o levadas ao microscopio para quantificacao
dos estagios de maturacdo dos ovos presentes no fragmento do intestino. Os ovos foram
classificados de acordo com o trabalho de Prata (Prata 1957) em ovos imaturos, maduros e
mortos. Os ovos imaturos compreendem 0s quatro primeiros estagios do desenvolvimento,
0s ovos maduros séo caracterizados pelo desenvolvimento completo dos miracidios e os
ovos mortos séo divididos em cascas, 0vos escuros, semitransparentes e granulosos. Todos
0s estagios dos ovos imaturos e os tipos de ovos mortos foram contabilizados. Entretanto,
para facilitar a demonstracdo, serdo expressos apenas o total de ovos imaturos, maduros e
mortos.

A nossa hipotese era que se o silenciamento interferisse na maturagdo dos ovos,
uma porcentagem maior seria representada por ovos imaturos ou mortos quando
comparamos aos ovos das fémeas dos nossos controles. Para nossa plena satisfacéo,
grande parte dos ovos das fémeas silenciadas permanecem nos estagios imaturos ou
morrem antes de atingirem o estagio maduro (Figura 21). Diante deste cendrio, ndo nos
resta duvidas de que Smp38 também € essencial para a maturacdo dos ovos do S.
mansoni, portanto capaz de interromper o ciclo biolégico deste parasito, e por conseguinte,

figuraria na lista de potenciais alvos de drogas.
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porcentagem de ovos imaturos, maduros e mortos, presentes na por¢do intermediaria do
fleo de camundongos infectados com esquistossémulos silenciados e ndo silenciados. As
analises foram realizadas por amostragem (100 ovos/fragmento do intestino/camundongo) e
os dados foram tratados pelo teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks). Com
asteriscos, estdo as amostras que apresentaram uma reducdo significativa de ovos para
cada estagio do desenvolvimento quando comparamos aos controles mCherry e branco
(controle negativo). N=3. Os valores no interior das colunas representam a porcentagem em
relagdo ao numero total de ovos para cada grupo experimental nos diferentes estagios do
desenvolvimento. (** e *** indicam p < 0.01, e p < 0.001 respectivamente). As barras

representam o erro padrdo entre os experimentos.

Através do oograma constatamos que em média 13,5% dos ovos das fémeas
silenciadas atingem a maturacdo. Retomando nossa Ultima pergunta: Os ovos maduros
produzidos pelas fémeas silenciadas sao viaveis? Neste experimento, utilizamos novamente
uma populagdo de esquistossdmulos silenciados para infectar cinco camundongos para
cada grupo experimental, sendo estes: p38.1, p38.2, mCherry e branco (controle negativo).
Apo6s 40 dias de infec¢ao, o figado de cada um dos camundongos foi retirado e processado
individualmente para obtencéo dos ovos. Apés a eclosao, 200 miracidios provenientes dos
ovos recuperados do figado de um Unico camundongo foram expostos a 20 caramujos da
espécie B. glabrata. Trinta dias apés a exposicdo aos miracidios, os caramujos foram
expostos a luz artificial por 1 hora, para verificar a positividade, ou seja, a liberagdo de
cercarias. Apos 30 dias de exposi¢do aos miracidios, verificamos que praticamente todos 0s
caramujos sobreviventes de cada grupo estavam liberando cercérias e, portanto, positivos

para a infeccdo, o que nos permite afirmar que os ovos das fémeas silenciadas que se
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tornavam maduros sdo plenamente viaveis (Figura 22). Uma vez que nossa hipoétese foi
rejeitada, pois esperdvamos que 0s ovos das fémeas sensiveis ao silenciamento néo
dessem continuidade ao ciclo bioldégico do S. mansoni, nosso proximo passo foi avaliar se o
silenciamento de Smp38 permanecia efetivo na mesma populagéo de miracidios utilizada na
infeccdo dos caramujos. Para isso, extraimos o RNA total dos miracidios eclodidos
remanescentes, sintetizamos o cDNA e realizamos a rea¢cdo de PCR em tempo real para
guantificarmos os niveis do transcrito de Smp38. Corroborando nossa hipotese, observamos
que a transcricdo de Smp38 nesses miracidios havia se normalizado (Figura 23). Portanto,
concluimos que o silenciamento de Smp38 em esquistossdémulos € transmitido para os
vermes adultos, interferindo na maturacédo dos ovos, porém é perdido nos miracidios e ndo
causa efeito algum na viabilidade dos ovos. Entretanto, é imprescindivel relembrar que
alguns esquistossdbmulos podem ter escapado ao silenciamento e que os ovos maduros
podem ser produto das fémeas nao sensiveis ao silenciamento. Alguns trabalhos mostram o
sucesso do silenciamento génico in vitro de ovos do S. mansoni (Rinaldi, Morales et al.
2009) e é essa poderia ser uma alternativa mais assertiva para associarmos o silenciamento

de Smp38 a viabilidade dos ovos do parasito.
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Figura 22: Avaliagcdo da viabilidade dos miracidios pos-silenciamento. Representacao

do namero de caramujos expostos aos miracidios e do nimero de caramujos sobreviventes

e infectados apos exposi¢do. Cinco camundongos foram infectados com esquistossdomulos

silenciados ou nao silenciados de acordo com o grupo experimental. Cerca de 200

miracidios eclodidos dos ovos recuperados dos figados de cada camundongo foram

expostos a 20 caramujos, totalizando uma populacao inicial formada por 100 caramujos,

exceto para p38.1, p38.2 e mCherry, nestes grupos trabalhamos com quatro figados, uma

vez que um camundongo de cada grupo nao resistiu a infeccao. Apés 30 dias de exposi¢céo

aos miracidios, verificamos que praticamente todos os caramujos sobreviventes de cada

grupo estavam liberando cercérias e, portanto, positivos para a infec¢ao.
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Figura 23: Nivel de transcritos de Smp38 em miracidios. Os niveis de Smp38 foram
acessados em miracidios eclodidos de ovos extraidos dos figados de camundongos
infectados com esquistossémulos silenciados. Os niveis de transcritos foram comparados
agueles da populacdo exposta & mCherry-dsRNA (controle). Os resultados foram analisados
pelo método AACT seguido do teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks). N=3. A linha
pontilhada representa o nivel normalizado de transcritos na populacéo controle (mCherry-
dsRNA). As barras representam o erro padrao entre 0s experimentos e 0s valores no interior

das colunas representam os niveis de transcritos quantificados.

Retomando uma das nossas primeiras idéias, também gostariamos de saber se a
infeccdo de camundongos com esquistossémulos expostos a SB 203580, um inibidor da
atividade de p38 MAPK, seria capaz de bloquear e/ou interferir no desenvolvimento do ciclo
biol6gico do S. mansoni. A concentracdo de uso de 15uM foi escolhida apds a realizacao de
uma curva de mortalidade utilizando diversas concentracdes do inibidor em populactes
formadas por 100 esquistossdmulos de estagio tegumentar (Figura 24). Apés 24 horas de
exposicao ao inibidor foi adicionado as popula¢ges de esquistossdmulos 5ug/ml de iodeto
de propidio e parasitos totalmente corados foram contabilizados e considerados mortos.

Para os testes in vivo, camundongos foram infectados com 300 esquistossdémulos de
estagio tegumentar apds 12 horas de exposi¢do a 15uM do inibidor. Uma vez que o inibidor
foi dissolvido em DMSO, era necessario certificar que a mortalidade ocorreu pela
intolerdncia ao inibidor e ndo pela toxicidade do DMSO. Portanto, neste experimento
trabalhamos com dois controles, sendo estes: esquistossdmulos expostos a 0,02% v/v de

DMSO e esquitossémulos sem qualquer tipo de tratamento.
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Figura 24: Curva de sobrevivéncia dos esquistossbmulos p6s-SB 203580. O gréfico
ilustra a porcentagem da mortalidade de esquistossémulos tegumentares expostos a
diferentes concentra¢des de SB 203580. Esquistossomulos foram expostos a 10uM, 25uM,
50uM e 100puM de SB 203580 e sua viabilidade avaliada apés 24 horas. O controle
corresponde aos parasitos expostos a 0,02% v/v de DMSO de acordo com a concentracdo
do inibidor testada. A significancia foi analisada por One-way ANOVA e os resultados
significativos foram tratados pelo teste de Bonferroni. (significancia (***) p<0,001, N=3). As

barras representam o erro padrdo entre os experimentos.

Ap6s 40 dias de infec¢do, realizamos a perfusdo dos camundongos para
recuperacao e contagem dos vermes adultos e também excisamos os figados, que foram
digeridos para a recuperacdo e contagem dos ovos. O numero de vermes adultos e ovos
provenientes do desenvolvimento de esquistossémulos expostos ao inibidor diminuiu
significativamente quando comparamos com 0 nosso grupo controle (DMSO) (Figura 25 e
26). Em relacdo ao numero de vermes houve uma reducdo de 64% e em relacdo a postura
de ovos observamos uma reducdo de 84%. N&o houve significAncia estatistica entre os
grupos DMSO e controle negativo (resultado ndo mostrado). Este resultado nos permite
afirmar que a inibicdo da atividade enzimatica de Smp38 em esquistossdmulos expostos ao
sistema imune do hospedeiro também interfere no desenvolvimento e/ou sobrevivéncia do
S. mansoni. Mais ainda, resultados similares foram observados tanto para os ensaios de
inibicdo farmacoldgica como para 0s ensaios de silenciamento, o que nos deixa muito

confortaveis para reafirmar que os fenotipos encontrados néo sédo efeitos de off-target.
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Figura 25: Numero de vermes adultos recuperados p6s-SB 203580. O gréfico ilustra o
namero de vermes adultos obtidos apds perfusdo de camundongos infectados com
esquistossbmulos expostos a 15uM do inibidor por 12 horas, em comparacao ao niumero de
vermes do grupo controle (DMSO). Representacdo de trés experimentos analisados pelo
teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks). Os simbolos representam o numero de
vermes recuperados para cada camundongo em seu respectivo grupo. O tratamento
alcancou significAncia estatistica quando comparado ao controle DMSO (Smp38 versus
DMSO: p<0.001). A mediana do numero de vermes total para cada grupo experimental foi:
DMSO: 136,5; Smp38: 58.

84




60000

S 50000 rY
5 *
2
2 40000
] *»
28 PY
8“8 30000 ¢+ bMSO
(8]
g2 e . ASmp38
g L
° 20000 r
()
IS
Z
10000 I <
AA A f ﬁ A
A A Ay A
0

Figura 26: Numero de ovos recuperados p6s-SB 203580. O grafico ilustra o numero de
ovos obtidos dos figados de camundongos infectados com esquistossdmulos expostos a
15uM do inibidor por 12 horas, em comparacdo ao numero de ovos do grupo controle
(DMSO). Representacdo de trés experimentos analisados pelo teste de Mann-Whitney
(Wilcoxon sum of ranks). Os simbolos representam o niumero de ovos recuperados nos
figados para cada camundongo em seu respectivo grupo. O tratamento alcancou
significancia estatistica quando comparado ao controle DMSO (Smp38 versus DMSO:
p<0.001). A mediana do numero de ovos total para cada grupo experimental foi: DMSO:
29.370; Smp38: 4.713.

Como haviamos monitorado a letalidade de SB 203580 para os esquistossémulos
apenas por 24 horas, ndo sabiamos se a redu¢do no numero de vermes apos infecgdo com
esquistossbmulos era consequéncia da letalidade do inibidor a estes parasitos. Portanto,
realizamos uma curva de mortalidade dos esquistossémulos expostos a 15uM do inibidor
durante sete dias (Figura 27), pois acreditdvamos que se 0s esquistossdmulos fossem
resistentes ao inibidor durante este periodo, estariam aptos para migrarem para o sistema
porta-hepatico dos camundongos e atingirem a maturacdo sexual. Como resultado,
observamos que a exposicdo dos esquistossémulos a 15uM de SB 203580 durante sete
dias ndo altera a viabilidade destes parasitos e portanto, podiamos confiar nos resultados

dos testes in vivo realizados anteriormente.
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Figura 27: Mortalidade dos parasitos p6s-SB 203580 durante sete dias.
Esquistossdmulos foram expostos a 15uM de SB 203580 e sua viabilidade avaliada a cada
dia durante sete dias. "'DMSQO" corresponde aos parasitos expostos a 0,02% v/v de DMSO e
“Branco” representa a populacdo de esquistossomulos que ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento. Os dados foram tratados pelo teste One-way ANOVA, N=3. As barras

representam o erro padrdo entre os experimentos.
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4.5 Papel biolégico de Smp38 frente ao estresse oxidativo

Durante a infeccdo pelo S. mansoni as células do sistema imune do hospedeiro
respondem a presenca dos vermes adultos e dos ovos deste parasito, produzindo espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), como por exemplo, radical
superéxido (O;7) e peroxido de hidrogénio (H.O,), gerando estresse oxidativo (Oke,
Moskovitz et al. 2009). Portanto, ROS pode ser um vantajoso mecanismo de defesa do
hospedeiro contra parasitos. Entretanto, os parasitos desenvolveram estratégias de evaséo
do sistema imune, tal como a producéo de enzimas antioxidantes, que sdo essenciais para a
protecao contra a formacgédo de ROS pelo hospedeiro (Loverde 1998).

O papel da via de sinalizacdo p38 MAPK na protecdo contra o estresse oxidativo é
estudado em varios organismos (Inoue, Hisamoto et al. 2005, Patel, Chojnowski et al. 2011,
Karkali and Panayotou 2012), entretanto permanece desconhecido em S. mansoni. Sendo
assim, no intuito de avaliarmos funcionalmente o efeito do silenciamento génico de Smp38,
expusemos esquistossémulos tratados por quatro dias com Smp38-dsRNA e mCherry-
dsRNA (controle) ao meio contendo perdxido de hidrogénio. A concentracdo de uso de
50uM de H,O, foi determinada apés a realizagcdo de uma curva de mortalidade utilizando
diversas concentracfes de peréxido de hidrogénio em esquistossdmulos controle por 24
horas. O experimento de estresse oxidativo foi repetido seis vezes e todos os tratamentos
possuiam seu respectivo controle negativo, ou seja, parasitos tratados com dsRNAs sem
adicdo de H,O,. A viabilidade dos esquistossomulos foi avaliada apos 4h, 24h e 48h de
tratamento com H,O, e a porcentagem de mortalidade calculada (Figura 28). E importante
ressaltar que separamos alguns tratamentos que nao foram expostos a H,O, para
acessarmos 0s niveis de transcritos de Smp38, nos certificando que a expressao génica
havia sido suprimida nesses parasitos.

Nossa hip6tese era que parasitos silenciados expostos a H,O, fossem incapazes de
acionar enzimas antioxidantes e portanto, esse tipo de tratamento seria letal aos
esquistossdmulos. Infortunadamente, ndo houve diferenca significativa na mortalidade dos
esquistossdmulos silenciados apos 4h, 24h e 48h de exposicdo a H,O,. Acreditamos que
esse resultado esta associado a ocorréncia dos seguintes eventos: 1. a diminuicdo dos
niveis do transcrito de Smp38 levaria a uma queda na sintese da proteina, mas o produto
proteico apresentaria uma meia-vida longa, o que reduziria os efeitos do silenciamento; 2. o
blogueio da expressdo de Smp38 compromete a ativacdo de enzimas antioxidantes,
entretanto o produto proteico dessas enzimas também apresentaria uma meia-vida longa,
reagindo aos ataques de espécies reativas de oxigénio; 3. outros mecanismos redox
poderiam ser acionados pelo parasito como uma tentativa de suplantar a via de sinalizacéo
p38 MAPK inoperante.
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Figura 28: Mortalidade dos esquistossdmulos silenciados p6s-H,0,. Parasitos apés
quatro dias de tratamento com Smp38-dsRNA foram expostos a 50uM de perdxido de
hidrogénio e sua viabilidade avaliada apds 4h, 24h, 48h. Os nossos controles foram
parasitos ndo expostos a H,O, (Branco e mCherry-dsRNA). Os dados foram tratados por

Two-way ANOVA, N=6. As barras representam o erro padrdo entre os experimentos.

Na tentativa de melhor compreender o resultado que alcangcamos quando expomos
esquistossbmulos silenciados a H,O,, tratamos os esquistossomulos com 15uM de SB
203580 por 12h e em seguida expomos esses parasitos a 50uM de H,O,. A viabilidade dos
esquistossdmulos foi avaliada apds 24h e 48h de tratamento com H,0O, e a porcentagem de
mortalidade calculada. Os resultados alcangados s&o mostrados na Figura 29.
Surpreendentemente, 0s esquistossémulos tratado com 15uM do inibidor se mostraram
significativamente (p<0,001) mais suscetiveis ao estresse oxidativo apds 24h e 48h de
exposicdo a H,O, quando comparados a parasitos controle ("Branco”, parasitos que n&o
receberam nenhum tipo de tratamento e "DMSQO", parasitos expostos a 0,02% v/v de
DMSO). Parasitos expostos simultaneamente a H,O, e ao inibidor apresentaram uma média
de aumento da mortalidade de ~ 22% apds 24 horas (p<0,001, N=3) e de 71% apds 48
horas (p<0,001, N=3), comparando com 2% e 8% de mortalidade dos controles,
respectivamente. Sendo assim, acreditamos fortemente que a via de sinalizacdo p38 MAPK
€ acionada pelo parasito na protecdo contra ataques de espécies reativas de oxigénio. Muito
provavelmente o produto proteico de Smp38 possui uma meia-vida longa e por isso nédo
alcangamos o mesmo resultado nos ensaios de estresse oxidativo em esquistossomulos
silenciados.

O provavel mecanismo de acdo da via de sinalizacdo p38 de S. mansoni sera

descrito em maiores detalhes posteriormente, mas faremos uma prévia aqui. Estudos
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anteriores demonstraram que o silenciamento génico por RNAI de tiorredoxina-glutationa
redutase (TGR) em esquistossomulos diminui substancialmente a sobrevivéncia dos
parasitos (97% de mortalidade ap6s quatro dias de tratamento) (Kuntz, Davioud-Charvet et
al. 2007). Acreditamos que a inibicdo da atividade de Smp38 decorrente do tratamento com
SB 203580 interfere na expressdo de glutamato-cisteina ligase e consequentemente na
sintese de glutationa, um dos substratos de tiorredoxina-glutationa redutase, o que provoca
a mesma letalidade do silenciamento de TGR. Portanto, nossos resultados nos permite
associar a participacado de p38 do S. mansoni has mesmas rotas metabdlicas de importantes
enzimas antioxidantes, confirmando a importancia da cascata de sinalizacdo p38 MAPK na

protecao do parasito frente ao estresse oxidativo.
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Figura 29: Mortalidade dos esquistossomulos inibidos pés-H,O, Parasitos apds 12
horas de tratamento com 15uM de SB 203580 foram expostos a 50uM de perdxido de
hidrogénio e sua viabilidade avaliada apGs 24h e 48h. Os nossos controles foram parasitos
nao expostos a H,O, (Branco e DMSO). Os dados foram tratados por Two-way ANOVA e os
resultados significativos foram tratados pelo teste de Bonferroni, comparando-se cada tempo
do tratamento com seus respectivos tempos em esquistossémulos controles. (significancia

(***) p<0,001, N=3). As barras representam o erro padrao entre 0os experimentos.

Para nos certificarmos de que o peroxido de hidrogénio era o fator oxidante no meio
e que seria o causador da morte dos parasitos, tratamos esquistossdmulos com a
concentracao subletal de SB 203580 (15uM) e apOs 12h expusemos esses parasitos a
50uM de peroxido de hidrogénio na presenca e auséncia de catalase bovina 0,025% e como
controle, apenas catalase foi adicionado ao meio de cultura. A viabilidade dos parasitos foi

avaliada ap0s 24h (Figura 30).
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A porcentagem de mortalidade dos esquistossdmulos tratados com SB 203580
guando expostos a H,O, + catalase, ou apenas a catalase foi bastante similar (média de
15% e 13% respectivamente, P>0,05; ndo sendo estatisticamente significante) (Figura 30).
Este resultado estd em contraste com os efeitos observados apos exposicdo a H,O, pura,
no qual a mortalidade dos esquistossémulos foi significativamente maior, com uma média de
mortalidade de 55% (p<0,001, N=3). A taxa de mortalidade exibida por esquistossémulos
nao tratados (branco), nao foi significativamente diferente daquela de parasitos expostos a
H,O, acrescido de catalase ou somente a catalase. No entanto, a porcentagem de
esquistossbmulos mortos quando expostos ao perdxido de hidrogénio é significativamente
elevada para organismos tratados com o inibidor. Assim, a enzima catalase foi capaz de
neutralizar os efeitos do peréxido de hidrogénio, mostrando que H,O, é o fator oxidante no

meio e a causa da morte dos esquistossdmulos tratados com SB 203580.
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Figura 30: Neutralizacdo de estresse oxidativo pés-H,O,. Parasitos apos 12 horas de
exposicao ao inibidor foram expostos a 50uM de H,0O,, na presenca ou auséncia de catalase
bovina 0,025% e sua viabilidade avaliada apds 24h de exposi¢do. "‘Branco” representa 0s
esquistossbmulos que ndo receberam nenhum tipo de tratamento. Significancia analisada
por Two-way ANOVA e os resultados significativos foram tratados pelo teste de Bonferroni.
(significancia (***) p<0,001, N=3). As barras representam o erro padrdo entre 0s

experimentos.

Varios estudos demonstram que a exposicdo direta de células a H,O, exdgena para
mimetizar estresse oxidativo leva a ativacao das vias de sinalizacdo MAPKs (Ruffels, Griffin

et al. 2004). O mecanismo pelo qual espécies reativas de oxigénio ativam essas vias
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permanece desconhecido. Entretanto, como ROS altera a estrutura e fungéo de proteinas
através da modificacdo de residuos de aminoacidos criticos, a modificacdo oxidativa destas
proteinas sinalizantes pode ser um mecanismo plausivel para a ativagdo das cascatas
MAPKSs (Torres and Forman 2003).

Na via p38 MAPK, espécies reativas de oxigénio ativam membros da subfamilia
MKK3 ou MKK®6, que sdo altamente especificos para p38 MAPKs. MKKG6 fosforila todas as
isoformas de p38 (p38 «, p38R p3806 e p38y), enquanto que MKK3 é seletiva para as
isoformas p38«a, p38 § e p38y. MKK3/6 transmitem esse sinal & p38 que é translocada do
ndcleo para o citoplasma, ativando fatores de transcricdo que controlam a expresséo de
enzimas envolvidas em rotas antioxidantes (Son, Kim et al. 2013). Em outros organismos
como B. Malayi e C. elegans foi descrito que via de sinalizacdo p38 MAPK controla a
expressdao de glutamato-cisteina ligase (GCL) (Inoue, Hisamoto et al. 2005, Patel,
Chojnowski et al. 2011), enzima que participa do primeiro passo da a sintese de glutationa
(GSH), um tripeptideo formado por acido glutamico, glicina e cisteina e que desempenha um
importante papel na manutencéo do balanco redox intracelular (Haddad and Harb 2005).

Nossas descobertas afirmam que p38 MAPK em S. mansoni participa na protecéo
contra o estresse oxidativo, porém desconheciamos o efeito da exposicdo ao peroxido de
hidrogénio na transcricdo de genes alvos da via p38 MAPK. Com o intuito de verificar se a
via de sinalizacdo p38 MAPK que induz a sintese de glutamato-cisteina ligase em B. malayi
e C. elegans esta conservada em S. mansoni, acessamos 0s niveis de transcritos de Smp38
e SmGCL (Smp_013860) em esquistossdmulos de fase tegumentar expostos a 100uM e
200uM de H,0, ap6s 5, 10 e 30 minutos. Para esse experimento realizamos uma curva de
mortalidade dos esquistossémulos mediante exposi¢cdo a 200uM de H,O, durante 30min e
constatamos que essa concentracdo de peroxido de hidrogénio ndo é letal aos parasitos
durante o tempo avaliado (dados ndo mostrados).

O resultado mostra que a indugcdo de estresse oxidativo em populagbes de
esquistossdmulos aumenta a transcricdo de Smp38 e SmGCL em relagdo a populacdo
controle, representada por esquistossdmulos ndo expostos a H,O, (Figura 31). Um aumento
significativo nos niveis de transcritos de Smp38 (2,3x, p<0,001, N=3) e SmGCL (2,5x,
p<0,001, N=3) foi observado logo apds 5min de exposicao a 200uM de H,O, e o0s niveis de
transcricdo dessas enzimas permaneceram significativamente aumentados durante o tempo
maximo avaliado, sugerindo que a ativacao da via p38 MAPK é requerida pelo parasito na

detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio.
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Figura 31: Niveis de transcritos de Smp38 e SmGCL p6s-H,0,. Os niveis de transcritos
de Smp38 e SMGCL foram acessados apods inducdo de estresse oxidativo em
esquistossbmulos de fase tegumentar. Dosamos 0s niveis de transcritos de Smp38 e
SmGCL 5, 10 e 30 minutos ap6s exposi¢cado a 100uM e 200uM de peroxido de hidrogénio e
comparamos aqueles niveis de transcritos da populagédo de esquistossdmulos ndo exposta
ao estresse oxidativo (controle). Os resultados foram analisados pelo método AACT seguido
do teste de Mann-Whitney (Wilcoxon sum of ranks). (*, ** e *** indicam p<0,05p<0,0lep
< 0,001 respectivamente). N=3. A linha pontilhada representa o nivel normalizado de
transcritos na populagdo controle. As barras representam 0 erro padrdo entre 0s

experimentos.

Um acumulo de evidéncias sugere que as modificacdes oxidativas das MAPKs estao
associadas a um robusto sistema de amplificacdo do sinal de fosforilagdo acionado por
espécies reativas de oxigénio e possivelmente essas complexas redes de comunicagéo
celular séo similares entre S. mansoni, B. malayi e C. Elegans (Inoue, Hisamoto et al. 2005,
Patel, Chojnowski et al. 2011). Nosso trabalho é o primeiro a descrever em S. mansoni a
ativacao por espécies reativas de oxigénio de uma via de sinalizacdo MAPK e também
contribui para o intenso trabalho que vem sendo desenvolvido sobre os mecanismos redox
neste parasito.

Os vermes adultos de S. mansoni se alojam nas veias mesentéricas do hospedeiro
definitivo e podem sobreviver por até 30 anos (Vermund, Bradley et al. 1983). Uma vez que
vivem em ambiente aerdbico, requerem um robusto mecanismo para manter o balanco

celular redox, além de serem capazes de evadir as espécies reativas de oxigénio geradas
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pela resposta imune do hospedeiro (Kuntz, Davioud-Charvet et al. 2007). A maioria dos
eucariotos possuem dois principais sistemas para detoxificar ROS, um baseado no
tripeptideo glutationa (GSH) e outro baseado na enzima tiorredoxina (Trx) (Gromer, Urig et
al. 2004). Entretanto, S. mansoni possui uma unica enzima que combina as atividades das
enzimas tiorredoxina redutase (TrxR) e glutationa redutase (GR) presentes em mamiferos
(Alger and Williams 2002). Esta enzima de S. mansoni é responsavel por manter a
tiorredoxina e a glutationa nos seus estados ativos reduzidos, permitindo assim, a ativacédo
de trés tiorredoxinas peroxidases (TPx1-3) e da glutationa peroxidase (GPXx), as quais serao
entdo capazes de reduzir H,O, e outras espécies reativas de oxigénio (Sayed, Cook et al.
2006).

Acreditamos que a inducdo de estresse oxidativo em S. mansoni ativa a fosforilacao
de SmMMAP3K (Smp_050380) que transmite o sinal para SmMMAP2K (Smp_073490 ou
Smp_073510 ou Smp_146290) que rapidamente fosforila Smp38 (Smp_133020). p38
fosforilada pode se translocar para o nucleo e ativar fatores de transcricdo como ATF-2, que
controlam a transcricdo de glutamato-cisteina ligase (Smp_013860) (Figura 32).

Muito possivelmente a GCL de S. mansoni participa da primeira rea¢do enzimatica
na sintese de GSH que, em mamiferos, consiste na condensacao do glutamato com a L-
cisteina. O segundo passo limitante desta rota € a conversao de glutamato a Y-glutamil em
uma reagao catalisada por Y-glutamil-cisteina sintetase (Y-GCS). O terceiro e Ultimo passo
é catalisado pela glutamil sintase e converte o Y-glutamil-cisteina no tripeptideo Y'-glutamil-
cisteinil-glicina conhecido como GSH (Haddad and Harb 2005). Endogenamente, GSH
reduzida é utilizada pela enzima glutationa peroxidase (Smp_058690 ou Smp_058700) para

a conversao do peréxido de hidrogénio em agua, restaurando o balanco redox intracelular.
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Figura 32: Via de sinalizagdo hipotética p38 MAPK em S. mansoni. Constatamos que a
via p38 MAPK em S. mansoni € ativada por estresse oxidativo que leva a regulacdo da
enzima glutamato-cisteina ligase. Acreditamos que espécies reativas de oxigénio (ROS)
transmitem o sinal para o meio intracelular através da ativagdo de Smp_050380, uma
proteina quinase do grupo STE ativadora de MAPKs. Subsequentes eventos de fosforilagéo
em cascata ocorrem levando a fosforilagdo de uma das trés possiveis MAP2K preditas no
proteoma do S. mansoni (Smp_073490 ou Smp_073510 ou Smp_146290). Rapidamente o
sinal é transmitido para Smp_133020, uma p38 MAPK que é translocada para o nucleo,
fosforilando fatores de transcricdo, como ATF-2, responsaveis pela expresséo de glutamato-
cisteina ligase (Smp_013860), uma importante proteina precursora da sintese da enzima
antioxidante glutationa (GSH). Endogenamente, GSH reduzida € utilizada pela enzima
glutationa peroxidase (Smp_058690 ou Smp_058700) para a detoxificacdo das espécies

reativas de oxigénio, restaurando o balango redox intracelular.
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4.6 Interacdo proteina-ligante

O tratamento de vérias parasitoses, incluindo a esquistossomose, enfrenta grandes
desafios como a emergéncia de resisténcia a drogas e auséncia de uma vacina efetiva (Pal
and Bandyopadhyay 2012), o que torna a identificacdo de novos alvos de drogas uma
demanda global. A susceptibilidade de muitos parasitos como 0 S. mansoni ao estresse
oxidativo € um fenbmeno bastante conhecido. Portanto, a geracdo de espécies reativas de
oxigénio associada a inibicdo de enzimas antioxidantes endégenas poderia ser o enfoque
principal em abordagens para o desenho racional de drogas antiparasitarias.

Como ja mencionamos, durante a infeccdo pelo S. mansoni as células do sistema
imune do hospedeiro respondem a presencga dos vermes adultos e dos ovos deste parasito,
produzindo espécies reativas de oxigénio como por exemplo, radical superéxido (O,") e
peréxido de hidrogénio (H,O,). Demonstramos em nossos estudos que espécies reativas de
oxigénio ativam a cascata de sinalizacdo p38 MAPK de S. mansoni que controla a
expressao de glutamato-cisteina ligase, essencial para a sintese de glutationa (GSH), uma
importante enzima envolvida na detoxificagdo de ROS. Mais ainda, mostramos que a
inibicdo da atividade enzimatica de Smp38 em esquistossOmulos expostos a espécies
reativas de oxigénio gera um fenétipo de letalidade a estes parasitos. Portanto, temos como
dltima pergunta deste trabalho: Smp38 poderia ser um promissor alvo de droga contra o S.
mansoni?

Para responder a essa pergunta, realizamos a predicao dos sitios de ligacdo de SB
203580 a Smp38, através de buscas por potenciais homélogos com estrutura tridimensional
(3D) conhecida e docking molecular. Buscas utilizando a sequéncia primaria de aminoacidos
de Smp38 contra informacdes de estruturas 3D do PDB (do inglés, Protein Data Bank)
(Berman, Henrick et al. 2007), determinadas experimentalmente, retornaram como potencial
homdlogo a estrutura tridimensional de p38 « -MAPK de humano obtida por difragéo de raio-
X (Identificador no PDB: 3ITZ). Simulacdes da ligacdo de SB 203580 a 3ITZ foram
realizadas (Figura 33) e o sitios de ligacdo foram determinados (Figura 34). Em seguida,
mapeamos estes sitios de ligacdo na sequéncia linear de Smp38 para que fosse possivel
avaliar o grau de conservacgéo destas regides entre p38 de S. mansoni e p38 de humano
(Figura 35). Infortunadamente, apenas dois residuos de amino&cidos sdo invariantes, L74 e
184, e estes foram trocados por substituicbes conservativas, 174 e V84, respectivamente.
Sendo assim, é muito provavel que SB 203580 inibe a atividade enzimatica tanto de p38 de
S. mansoni como p38 de humano, impossibilitando o uso desse inibidor no tratamento da
esquistossomose.

Proteina quinases como novos alvos de drogas contra o S. mansoni € um assunto

discutido pela comunidade cientifica massivamente (Dissous, Ahier et al. 2007, Avelar,
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Nahum et al. 2011, Beckmann, Leutner et al. 2012) e todos estes trabalhos convergem para
a mesma pergunta: € possivel criar inibidores de proteina quinases mais seletivos que se
liguem a regides Unicas da molécula? Esse questionamento € de notavel relevancia, pois
mais uma vez vimos que muitos dos inibidores disponiveis competem com o sitio de ligacéo
a ATP, regido conservada entre membros de proteina quinases de diferentes organismos
(Eglen and Reisine 2011).

Uma tendéncia recente para a criacdo de inibidores mais seletivos € o uso de
moduladores alostéricos que exploram fortemente os perfis estruturais das proteina
gquinases (Johnson 2009). Os moduladores alostéricos varrem todo o quinoma e se ligam a
regides menos conservadas acessiveis apenas quando ha mudancas conformacionais.
Estes moduladores, por conseguinte, proporcionam diversas vantagens, como uma maior
seletividade e maior tempo de resisténcia do alvo a droga (Fang, Grutter et al. 2013).

Retomando nossa pergunta, é possivel criar inibidores de proteina quinases mais
seletivos que se liguem a regides Unicas da molécula? Sim, é possivel. Portanto, se torna
evidente que existem varias alternativas para o desenho racional de drogas e multiplos
caminhos devem ser percorridos antes de afirmamos que proteina quinases como alvos de

droga contra o S. mansoni esta longe de ser uma realidade.
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Figura 33: Docking molecular entre 3ITZ e SB 203580. A imagem representa a interacao
proteina-ligante entre a estrutura tridimensional de p38- « MAPK de humano (PDB: 3ITZ) e
SB 203580. A sequéncia priméaria de aminoacidos de Smp38 foi utilizada para buscas no
PDB (Berman, Henrick et al. 2007), retornado 3ITZ como potencial homdlogo. A estrutura
guimica de SB 203580, evidenciada pelo retangulo amarelo, foi obtida no banco de dados
de compostos quimicos ChemSpider (Williams 2008). A interagdo proteina-ligante foi
determinada utilizando ferramentas do pacote DockoMatic 2.0 (Bullock, Cornia et al. 2013) e
para visualizacdo das imagens utilizamos o software LigandScout 3-D (Wolber and Langer
2005).
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Figura 34: Identificacdo dos sitios de ligacdo entre 3ITZ e SB 203580. No centro da
imagem esta representada a estrutura quimica de SB 203580. Os aminoacidos no interior
de cada retangulo representam os sitios de ligacdo de 3ITZ a SB 203580 e os numeros
representam a posi¢éo de cada aminoacido na sequéncia linear de 3ITZ. Os agrupamentos
hidroxila e nitrogénio de amida estdo representados pelas setas vermelha e verde
respectivamente e correspondem ao farmacoforo, regido da molécula de um ligante
(SB203580) que esta intimamente associada ao seu receptor (3ITZ). O farmacoforo foi
determinado pelo software LigandScout 3-D (Wolber and Langer 2005).
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Figura 35: Alinhamento entre as sequéncias proteicas de 3ITZ e de Smp38. O
alinhamento foi realizado pelo programa Clustal-W (Thompson, Higgins et al. 1994) e
corresponde a comparacgao entre as sequéncias proteicas de p38 de Homo sapiens (3ITZ) e
p38 de S. mansoni (Smp38). * representam aminoacidos idénticos entre as sequéncias,

representam substituicbes conservativas e . representam substituicbes ndo conservativas.
As setas indicam os sitios de ligacao dessas proteinas a SB 203580 (seta azul: aminoacidos

idénticos entre as sequéncias; seta vermelha: substituicGes conservativas).
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5. Conclusodes

Proteina quinases e enzimas antioxidantes sdo propostas como alvos de drogas em
varios sistemas bioldgicos. Motivados por essa premissa nos propomos a investigar o papel
da via de sinalizacdo p38 MAPK no desenvolvimento do S. mansoni e na protecdo contra o
estresse oxidativo.

Nosso primeiro desafio foi selecionar os alvos moleculares e de acordo com alguns
critérios estabelecidos duas proteina quinases foram selecionadas para 0S ensaios
experimentais, a saber: SmMMAP3K-1 (Smp_050380) e Smp38 (Smp_133020). Para Smp38
observamos uma diferenca de tamanho entre a sequéncia codificante predita e a sequéncia
confirmada por sequenciamento e nossas andlises sugerem que o encurtamento da
sequéncia predita se trata de erros no modelo do gene processados durante a montagem do
genoma do S. mansoni.

Como ponto de partida, escolhnemos a técnica de silenciamento génico por RNAI por
ser uma importante ferramenta na validacdo funcional de alvos. Infortunadamente, néo
observamos reducao nos niveis de transcritos de SmMMAP3K-1, mas em contrapartida, uma
diminuicdo significativa nos niveis de transcritos de Smp38 foi alcancada. Apesar da nao
visualizacdo de um fendtipo consistente decorrente do silenciamento de Smp38 em
esquistossbmulos mantidos in vitro, o efeito do silenciamento e da inibicdo da atividade
enzimatica de p38 foram notaveis em estudos in vivo.

Ademais, demonstramos em nossos estudos que espécies reativas de oxigénio
(ROS) ativam a cascata de sinalizacdo p38 MAPK de S. mansoni que controla a expresséo
de glutamato-cisteina ligase, essencial para a sintese de glutationa (GSH), uma importante
enzima envolvida na detoxificagcdo de ROS. Mais ainda, mostramos que a inibicdo da
atividade enzimatica de Smp38 em esquistossémulos expostos a espécies reativas de
oxigénio gera um fendtipo de letalidade a estes parasitos.

Os resultados de docking molecular sugerem fortemente que o inibidor SB 203580
blogueia a atividade enzimatica tanto de p38 de S. mansoni como p38 de humano, o que
dificulta o uso desse inibidor no tratamento da esquistossomose. Entretanto, temos
evidéncias de que p38 é um importante alvo para o desenvolvimento deste parasito e a
construcao de inibidores mais especificos possivelmente ird interromper o ciclo de vida do
parasito e consequentemente a infeccao.

Nosso trabalho é o primeiro a estudar a importancia da via de sinalizacdo p38 MAPK
para o desenvolvimento do parasito no hospedeiro definitivo e a descrever a ativacdo por
espécies reativas de oxigénio de uma via de sinalizagdo MAPK no modelo biolégico S.
mansoni, contribuindo para o intenso trabalho que vem sendo desenvolvido sobre os

mecanismos redox neste helminto.
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6. Anexos
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6.1 Atividades desenvolvidas durante o doutorado

Atividade

Descricéo

Colaboracdes

Diversidade funcional e evolutiva de tirosina quinases de S.
mansoni

Efeito do Praziquantel® sobre proteinas quinases de S.
mansoni

Identificacdo de proteina quinases eucariéticas (ePKs) no
proteoma predito de S. mansoni;

Importancia funcional de proteinas universal de estresse
(USP) para o desenvolvimento de S. mansoni

Modelagem molecular por homologia de tirosina quinases

de S. mansoni

Orientacao

Assmaa EIl Khal
v" Nivel: co-orientacéo de iniciagao cientifica
v" Periodo: 01/2013 a 02/2013
v" Agéncia financiadora: FAPEMIG
Larissa Jardim Melo
v" Nivel: Orientacdo de PROVOC
v Periodo: 07/2012 a 08/2013
v Agéncia financiadora: Fiocruz
Mercedes Carolina Soares Silva
v" Nivel: co-orientagdo de iniciagao cientifica
v' Periodo: 08/2010 a 12/2012
v' Agéncia financiadora: FAPEMIG

Revisora de periodico

African Journal of Pharmacy and Pharmacology

Prémios

(2010) Travel award recebido para participagdo no
“eCHeminfo Workshop on Drug Dicovery & Applications™.
Medical Sciences Teaching Laboratory. Oxford University.
(2010) Travel award recebido para participacdo no
"Simposio  sobre Biologia de Sistemas”. Instituto
Internacional de Fisica. Universidade Federal do Rio

Grande do Norte.
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