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RESUMO

Os geo-helmintos representam um grave problema para a saide humana e animal em diferentes
partes do mundo. O nematdédeo zoondtico que infecta canideos e felideos, Ancylostoma
ceylanicum, tem se apresentado altamente endémico entre humanos, compreendendo a segunda
espécie de ancilostomideo mais comum em muitas partes do mundo. Uma das formas indicadas
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como estratégia de controle das geo-helmintoses é
0 tratamento periddico em massa com compostos benzimidazolicos. Todavia, essa estratégia
leva ao estabelecimento de cepas resistentes ao tratamento em varias espécies de nematodeos,
por meio de selecdo de genotipos com perfil para resisténcia a esse grupo de farmacos. Em
nemodeos de ruminantes ja é bem estabelecido a relacdo entre resisténcia aos benzimidazois e
polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) nos cédons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina
isotipo 1. Entretanto, ndo ha confirmacdo desse mecanismo para nematddeos que infectam
humanos e canideos. O objetivo desse trabalho foi selecionar por pressdo seletiva, usando o
farmaco albendazol, uma cepa resistente de A. ceylanicum em modelo experimental e posterior
caracterizagdo fenotipica e genotipica, bem como avaliar a presenca de resisténcia cruzada entre
a cepa selecionada com medicamentos de outras classes. A cepa foi selecionada com sucesso
por meio de passagens seriadas de infeccdo em hamsters, seguidas de tratamento com doses
crescentes do farmaco. O sequenciamento para as regides dos cdédons 167, 198 e 200 do gene
da B-tubulina isotipo 1 demonstrou uma correlacdo altamente significativa entre a frequéncia
do SNP no codon 198 e 0 aumento da concentracdo do farmaco. Também com o aumento da
dose do farmaco foi detectado um novo SNP para o codon 200, ja descrito para parasitos de
ruminantes, mas nunca descrito para nematodeos infectando humanos. Testes foram realizados
para verificacdo da resisténcia cruzada, utilizando os farmacos albendazol, mebendazol,
Ivermectina e nitazoxanida. Os resultados encontrados demonstraram somente a existéncia de
resisténcia lateral entre os farmacos analisados. Na comparacdo das infec¢fes entre as cepas
selvagem e resistente ao albendazol ndo foi verificada diferenca significativa nos aspectos
patogénicos entre os dois grupos, mas o numero de vermes recuperados foi maior na cepa
selvagem, revelando sua melhor adaptacdo ao hospedeiro. O comprimento total dos vermes da
cepa resistente foi maior em relacdo a cepa selvagem, resultado possivelmente devido a um
maior numero de vermes, sobreviventes nos animais infectados com a cepa selvagem (efeito
“crowding”). Os resultados aqui encontrados sugerem fortemente a associagdo de alteracdes em
codons do gene codificador da proteina B-tubulina com 0s mecanismos de resisténcia aos
benzimidazois, em ancilostomideos, a exemplo do que j& foi demonstrado para parasitos de
ruminantes.

Palavras-chave: Ancylostoma ceylanicum; resisténcia; benzimidazoéis; albendazol; B-tubulina.



ABSTRACT

Geohelminths represent a serious problem for human and animal health in different parts of the
world. The zoonotic nematode that infects canids and felids, Ancylostoma ceylanicum, has been
highly endemic among humans, comprising the second most common hookworm species in
many parts of the world. One of the ways indicated by the World Health Organization (WHO)
as a strategy to control geohelminths is the periodic mass treatment with benzimidazole
compounds. However, this strategy leads to the establishment of treatment-resistant strains in
several nematodes, through the selection of genotypes with a profile for resistance to this line
of drugs. In ruminant nematodes, the relationship between resistance to benzimidazoles and
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in codons 167, 198 and 200 of the B-tubulin isotype
1 gene is well established. However, there is no confirmation of this mechanism for nematodes
that infect humans. and canids. The objective of this work was to select by selective pressure,
using the drug albendazole, a resistant strain of A. ceylanicum in an experimental model and
subsequent phenotypic and genotypic characterization, as well as evaluating the presence of
cross-resistance between the selected strain and drugs from other classes. The strain was
successfully selected through serial passages of infection in hamsters, with increasing doses of
the drug, followed by treatment. Sequencing of the regions of codons 167, 198 and 200 of the
isotype 1 B-tubulin gene demonstrated a highly significant correlation between the frequency
of the SNP at codon 198 and the increase in drug concentration. Sequencing also revealed an
increase in the frequency of the mutated allele at codon 198 directly proportional to the number
of passages of the resistant strain, with increasing drug concentration. Also with this increase
in the drug dose, a new SNP was detected for codon 200, already described for ruminant
parasites, but never described for nematodes infecting humans. Tests were performed to verify
cross-resistance, using the drugs albendazole, mebendazole, ivermectin and nitazoxanide. The
results found only demonstrated the existence of lateral resistance among the analyzed drugs.
In the comparison of infections between the susceptible and resistant strains to albendazole, no
significant difference was observed in the pathogenic aspects between the two groups, but the
number of worms recovered was higher in the wild strain, revealing its better adaptation to the
host. The total length of the worms of the resistant strain was greater in relation to the wild
strain, a result probably due to the greater number of worms present in the host, over the wild
strain. The results found here strongly suggest the association of alterations in codons of the
gene encoding the Beta-tubulin protein with the mechanisms of resistance to benzimidazoles in
hookworms, as has already been demonstrated for ruminant parasites.

Keywords: Ancylostoma ceylanicum; Drug resistance; Benzimidazoles; Albendazole; -

tubulin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os ancilostomideos

Os ancilostomideos estdo inclusos no Reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe
Chromadorea, Ordem Rhabditida, Superfamilia Strongyloidea e Familia Ancylostomatidae
(ZHANG, 2013). Atualmente existem descritas mais de 100 espécies de ancilostomideos, que
tém como hospedeiros definitivos canideos, felideos e humanos, dependendo da espécie do
parasito (HOTEZ et al., 2006). Dentre as principais espécies, destacam-se Necator americanus
(Stiles 1902), Ancylostoma braziliense (Faria 1909), A. caninum (Ercolani 1859), A. ceylanicum
(Looss 1911) e A. duodenale (Dubini 1943).

Assim como a ascaridose e a tricurose, a ancilostomose é considerada uma geo-
helmintose, o que implica dizer que o agente etiologico dessas doencas € um helminto que
necessita de uma fase de desenvolvimento no solo (BETHONY et al., 2006). Essas doencas
estdo entre as principais doencas negligenciadas em todo mundo. As infec¢bes estdo
amplamente distribuidas nas éareas tropicais e subtropicais, sendo que a maior prevaléncia
ocorre na Africa subsaariana, na China, nas Américas, no Pacifico e Asia Oriental. Nestas
regibes, mais de 270 milhdes de criancas em idade pré-escolar e mais de 600 milhdes de
criancas em idade escolar vivem em areas onde estes parasitos sdo intensamente transmissiveis,
e necessitam de tratamento e intervengdes preventivas (OMS, 2018).

A OMS estima que aproximadamente 1,5 bilhdes de pessoas, ou 24% da populagdo
mundial, estdo infectadas por um ou mais desses geo-helmintos. No ano de 2010
os ancilostomideos mais comumente relatados (A. duodenale e N. americanus) infectaram, com
base em inquéritos coproparasitoldgicos, aproximadamente 470 milhdes de pessoas em todo
mundo, mais da metade dessas infecgdes ocorrendo na Asia e no Pacifico (TRAUB, 2013;
PULLAN etal., 2014; AULA et al. 2020; STRACKE et al., 2020).

No Brasil, um inquérito nacional da Fiocruz sobre a Prevaléncia da Esquistossomose
mansoni e Geo-helmintoses, coordenado por Naftale Katz, realizado entre os anos de 2010 e
2015, com escolares de 521 municipios brasileiros relatou que 2,73% (5192) da populacao
estudada estava infectada por ancilostomideos (KATZ, 2018).

Os geo-helmintos intestinais em geral provocam grandes morbidades em seus
hospedeiros, podendo causar desconforto e dor abdominal, nduseas, mal-estar, tontura,

fraqueza, baixo desenvolvimento corporal, prejuizo cognitivo, anemia e nos casos mais graves
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pode levar a morte (OMS, 2018). Segundo a OMS (2020), em alguns paises de areas endémicas,
mais de 100 milhdes de criancas necessitam de quimioterapia preventiva para geo-helmintos,

como pode ser observado na Figura 1.

Quimioterapia *‘

) NP4
S R
£

B s- 15.9 milhdes ‘
I 20 - 95.5 milhdes

00 milhdes
N&o aplicive
Sem necessidade

Sem dados

Figura 01: Dados mundiais do ano de 2019 do nimero de criangas que requerem quimioterapia preventiva para
geo-helmintoses. Quanto mais escura a cor do mapa, maior é o nimero de criangas que requerem quimioterapia
preventiva, variando de regifes sem necessidade a mais de 100 milh&es de criangas (OMS, 2020).

As duas especies de ancilostomideos antropofilicos mais comumente relatadas
parasitando o intestino delgado de humanos séo N. americanus e A. duodenale (BETHONY et
al., 2006; PHOSUK et al., 2013; STRACKE et al.,, 2020). As espécies zoondticas A.
ceylanicum, A. caninum e A. braziliense parasitam o intestino delgado de canideos e felideos,
mas também podem infectar humanos. As espécies A. braziliense e A. caninum podem causar
inflamac&o eritematosa e pruriginosa na derme, sindrome da larva migrans cutanea, conhecida
popularmente como bicho geografico, sendo que A. caninum pode ainda causar enterite
eosinofilica no homem, uma infiltragdo intensa e segmentar principalmente no intestino
delgado (KOIKE, 1960; HASSLINGER, 1986; PROCIV, P.; CROESE, J., 1996). Destas trés
ultimas espécies que apresentam carater zoonotico e podem infectar o homem, apenas A.
ceylanicum era considerado capaz de desenvolver o ciclo e se tornarem sexualmente maduros
em humanos (BETHONY et al., 2006; PHOSUK et al., 2013; TRAUB, 2013), porém relatos
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pontuais recentes ttm demonstrado que A. caninum pode causar infec¢fes patentes em humanos
(NGCAMPHALALA et al., 2019; FURTADO et al., 2020).

O homem adquire a ancilostomose de duas formas: penetracdo ativa na pele da larva
filarioide (L3) em contato com o solo ou vegetacdo contaminados, ou através da ingestao destas
larvas, presentes em &gua e alimentos contaminados. Quando as L3 infectam o hospedeiro
através da penetracdo ativa na pele, estas invadem a circulagdo sanguinea e séo carreadas para
0 coracdo e pulmdes. Nos pulmdes penetram nos alvéolos, migram pela arvore bronquica e
traqueia, chegando até a faringe, onde podem ser expelidas com a expectoracdo ou ingeridas,
chegando ao intestino delgado, se desenvolvem em adultos jovens e posteriormente
ancilostomideos em fase adulta, aproximadamente ap6s 14 dias p6s infeccgdo inicia a eliminacao
de ovos. Os ovos ndo embrionados sdo eliminados nas fezes do hospedeiro, as condicdes
favoraveis de temperatura, umidade e luminosidade determinam o desenvolvimento larval, a
larva L1 rabdit6ide eclode no ambiente e se desenvolve até larva L3 filaridide, forma infectante
(SOULSBY, 1965). Helmintos do género Ancylostoma também podem ser adquiridos atraves
da ingestao das L3. Quando adquirido por via oral, o parasito ndo realiza ciclo pulmonar e sofre
as mudas no proprio intestino delgado, dando origem ao verme adulto, como é o caso da
infeccdo experimental de A. ceylanicum em hamsters da especie Mesocricetus auratus

(SOULSBY, 1965). Na Figura 2 é representado o ciclo de vida dos ancilostomideos.
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Figura 2: Ciclo de vida dos ancilostomideos. 01: ovo embrionado; 02: larva rabditoide L1 eclode do ovo; 03: larva
filarioide L3; 04: infeccdo ativa por L3; 05: vermes adultos no intestino delgado. (adaptado de
https://www.cdc.gov/dpdx/hookworm/index.html).

Em décadas anteriores aos anos 2000, as infec¢cGes em humanos por ancilostomideos
eram atribuidas ao N. americanus e A. duodenale, suposicdo essa baseada na morfologia
indistinguivel de ovos nas fezes e a auséncia de conhecimento de uma terceira espécie de
ancilostomideo zoonotico, o A. ceylanicum (AULA et al.,, 2020). O avanco em ensaios
diagndsticos e uso ampliado da biologia molecular para diferenciar infecgdes por espécies de
ancilostomideos indicou o A. ceylanicum como altamente endémico, compreendendo a segunda
espécie mais comum, depois de N. americanus, no Sudeste Asiatico e Pacifico, estima-se que
essa espécie infecte aproximadamente 100 milhdes de pessoas em areas endémicas (TRAUB,
2013; STRACKE, 2020). Estudos recentes relatam o alto indice de infec¢des por A. ceylanicum
em cées, gatos domésticos e humanos que compartilham o mesmo ambiente em areas
endémicas no nordeste da india, Mianmar, Malésia, Laos, Indonésia, Sri Lanka, Taiwan, Jap3o,
provincia de Fujian na China, nas Filipinas, llhas Salomao, Australia, extremo oeste de Serra
Leoa, Madagascar, Camboja, Tailandia, Suriname, Guiana, Bangkok e Emirados Arabes
Unidos (TRAUB, 2013; STRACKE et al., 2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stracke%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32342850
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Infeccbes em humanos pelo nematédeo zoondtico A. ceylanicum vém sendo
identificadas e relatadas com frequéncia, em algumas publicacdes essas infecgdes apresentam
proporcoes relativamente altas (STRACKE et al., 2020). Com o aprimoramento nas técnicas
de diagndstico, principalmente com utilizacdo da biologia molecular para identificacdo das
espécies, as infecgdes que anteriormente eram consideradas raras, hoje sdo consideradas
problemas de saude publica e motivo de preocupacdo para pesquisadores e governantes.
Infeccbes pelo A. ceylanicum tém sido diagnosticadas em areas endémicas para helmintos
transmitidos pelo solo e j& foram descritos casos individuais de viajantes, que foram
contaminados em &reas endémicas e diagnosticados quando retornaram a sua cidade de origem,
0 que tem provocado a disseminacdo dos nematddeos para diversas localidades (AULA et
al.,2020; STRACKE et al., 2020).

No Quadro 1 é apresentado o resultado de alguns trabalhos realizados entre os anos de
2008 e 2021 que, com o auxilio do diagndstico molecular, pesquisadores detectaram em

humanos, infeccdo pelo nematddeo zoon6tico A. ceylanicum.
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Quadro 01: PublicagOes de autores que identificaram a presenca de A. ceylanicum em humanos.

Autor Ano IF;:;;J;:Z Tipo de diagnostico Prevaléncia Nematodeo
5/204 Necator
0,
Traubetal. | 2008 Bangkok PCR/RFLP 3,4% 07/204 21204 Acey
92% 46/50 Necator
Jiraanankul Area central da . 4% 02/50 Acey
et al. 2011 Tailandia PCR/Sequenciamento 2% 01/50 Aduo
2% 01/50 Necator + Acey
. 82,35% 14/17 Necator
Conlanetal. | 2012 Norte Laos PCR/Sequenciamento 17.65% 03/17 Acey
2012a 87,2% 41/47 Necator
. 2012b . . 23,4% 11/47 Acey
Ngui et al. 2013 Malasia PCR/Sequenciamento 10.6% 5/47 Necator + Acey
2014 Estudo de caso Acey
. 42% 05/12 Necator
Koeal.er et 2013 Austrélia PCR/Sequenciamento 33% 04/12 Aduo
17% 02/12 Acey
Nordeste 60% 06/10 Necator
Phosuk et A . 30% 03/10 Acey
Tailandia
al 2013 PCR/Sequenciamento 10% OL/10 Aduo
Sul Tailandia 100% 20/20 Necator
| K 51,6% 64/124 Necator
np;nala ew 2014 Camboja PCR/Sequenciamento 51,6% 64/124 Acey
' 3,2% 04/124 Aduo
G ( 95% 39/41 Necator
PO | 2015 | Tamilindia PCR/RFLP 15% 06/41 Aduo
' 5% 02/41 Acey
. . . 72,7% 8/11 Necator
Aung et al. 2017 Baixo Mianmar | PCR/Sequenciamento 27.3% 3/11 o=
Bradb ¢ 81,8% 54/66 Necator
ra al“ry €| 2017 | 1lhasSaloméo | PCR/Sequenciamento 16,7% 11/66 Acey
' 1,5% 01/66 Necator + Acey
Papaiakovou Timor Leste 34,4% 21/61 Acey
2017 - PCR/RFLP
etal. Argentina 100% 08/08 Aduo
O'Connell et Refugiados EUA 25,4% 467/1839 Necator
2018 i PCR/S i t
al. Mianma. equenciamento | 5 196 9971839 Acey
34,5% 149/432 Necator
26,6% 34/128 Acey
28,1% 64/228 Aduo
0,
Aula et al. 2020 Filipinas PCR/Sequenciamento Lo 2v SUiZze [EERIET - g
4% 9/228 Necator + Acey
4,8% 11/228 Acey + Aduo
Necator + Acey
0,
4,4% 10/228 I
47,9% 23/48 Necator
Bui et al. 2021 | Long An, Vietnad PCR/RFLP 31,3% 15/48 Acey
20,8% 10/48 Necator + Acey
Acey: Ancylostoma ceylanicum  Aduo: Ancylostoma duodenale ~ Necator: Necator americanus
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1.2 Os Benzimidazois (BZs)

Os BZs pertencem a uma classe de anti-helminticos de amplo espectro, sdo muito
utilizados para tratamento de infeccGes gastrointestinais por diversos nematddeos,
principalmente para os geo-helmintos A. lumbricoides, T. trichiura e ancilostomideos. Possuem
baixo custo financeiro, simples esquema posologico, facil administracdo (via oral) e acdo contra
as diferentes formas evolutivas (ovos, larvas, adultos) de nematédeos (BRUNTON et al., 2012).
Sdo representados, principalmente, pelas formulagdes quimicas tiabendazol, mebendazol
(MBZ) e albendazol (ABZ), os quais apresentam como o principal modo de a¢éo a inibicdo da
polimerizagdo de mondémeros de a e B-tubulina em microtubulos (LACEY, 1988; NOGALES,
2000).

Os BZs se ligam a PB-tubulina inibindo a formacdo de microtubulos, causando
interferéncia na polimerizacdo da tubulina e desestabilizacdo dos microtibulos (LACEY,
1988). Os microtibulos estdo em constante polimerizacdo, participam da formacdo do
citoesqueleto, do fuso mitotico e do transporte intracelular. Essas estruturas sao formadas por
dimeros de a- e B-tubulinas e se mantem estabilizados com a adi¢do de um dimero da a-f3-
tubulina num extremo, e a perda de outro dimero no extremo oposto da cadeia (NOGALES,
2000). A ligacéo do farmaco com a B-tubulina ocorre a0 mesmo tempo em que o microtdbulo
estd perdendo o dimero no lado oposto, 0 que vai ocasionar 0 Seu encurtamento e
desaparecimento. O anti-helmintico acaba, assim, inibindo uma série de mecanismos celulares,
como transporte de proteinas, manutencdo da estrutura celular, segregacdo cromossémica e
mitose. Mecanismos secundarios de acdo dos BZs também ja foram descritos, como a inibicéo
da absorcéao de glicose (KEYSTONE; MURDOCH, 1979), bloqueio da fosforilacdo oxidativa
(JONES; WATSON, 1965), inibicdo da enzima fumarato redutase mitocondrial (PRICHARD,
1973), o que leva a uma deplecdo letal de glicogénio, culminando na morte celular (BETHONY
et al., 2006; DIAWARA et al., 2009; BRUNTON et al., 2012; WHITTAKER et al., 2017). Na

Figura 3 é representado o0 modo de acéo dos BZs na proteina -tubulina.
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Moléculas de BZ

@ B-tubulin isotype-1
O@ o-/B-tubulin heterodimer

Figura 03: Modo de agdo dos benzimidazoéis. BZ se liga a B-tubulina impedindo que o dimero o e B-tubulinas se
ligue na cadeia de formagéo dos microtibulos. (Adaptado de LACEY, 1988; NOGALES, 2000 e WHITTAKER
et al., 2017).

A resolucdo WHAS54.19, aprovada em 2001 pela Assembleia Mundial de Saude,
instituiu o programa de administragdo do tratamento em massa para as populacoes de regides
endémicas contra parasitos intestinais, sendo recomendados os farmacos BZs: ABZ (400 mg)
ou MBZ (500 mg), administrados em dose oral Gnica (OMS, 2012). Estes medicamentos sao
utilizados mundialmente em programas de eliminacéo de vermes para o tratamento de infecgdes
causadas por nematddeos e cestddeos intestinais ou alojados nos tecidos (DEMBELE et al.,
2010; SWANSON et al., 2012).

A cobertura de tratamento preventivo com os medicamentos BZs (ABZ e MBZ) para
criancas de idade pré-escolar e escolar atingiu 58,64 % da populacdo mundial em 2019, sendo
que os farmacos foram administrados para um ndmero aproximado de 777,5 milhdes de
pessoas; em 2010 essa cobertura era de 30,94% das criangas. A meta da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) é reduzir até 2030 a prevaléncia de infeccdo por geo-helminto, através do
incremento mundial na distribuicdo de farmacos para as regides endémicas (OMS, 2020;
ROOSE et al., 2021).

O programa de desparasitacdo da OMS tem apresentado resultados positivos em relacao
as melhores condicdes de satde das populages atingidas, porém a administracéo do tratamento
em massa, de uma Unica classe de farmaco na medicina humana, tem levantado a preocupagéo
pelo surgimento da resisténcia ao tratamento. Varios estudos nos Gltimos anos vém relatando
que esse modelo de controle das helmintoses pode selecionar populacdes resistentes para estes
farmacos (HUMPHRIES et al., 2017; ZUCCHERATO et al., 2019; ORR et al., 2019;
FURTADO et al., 2019a; ROOSE et al., 2021). A partir dessa pressao seletiva, a populagédo
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comeca a apresentar uma diminui¢do da resposta ao tratamento ou até mesmo a perda de efeito
do farmaco sobre o parasito, surgindo assim o problema da resisténcia, que é definida como a
diminuicdo da eficiéncia do tratamento contra uma populacéo de parasitos que, originalmente,
era sensivel a esse farmaco (SANGSTER; GILL, 1999; DIAWARA et al., 2009).

1.3 Mecanismos moleculares envolvidos no processo de resisténcia aos benzimidazois

A resisténcia aos BZs é comumente associada a polimorfismos de nucleotideo Gnico
(SNPs) nos cédons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1. A trinca TTC presente nos
cédons 167 e 200 que codifica uma fenilalanina (Phe, TTC) sofre mutacdo do segundo
nucleotideo para TAC, passando a codificar uma tirosina (Tyr, TAC). A trinca GAG do gene
da B-tubulina isotipo 1 no codon 198 que codifica um glutamato (Glu, GAG) sofre mutacéo do
segundo nucleotideo para GCG e passa a codificar uma alanina (Ala, GCG) (KWA et al., 1994;
GHISI et al., 2007).

Vaérios estudos com nematddeos de animais e humanos ja relataram a presenca de SNPs
relacionados a resisténcia ao BZs nos codons 167, 198 ou 200 no gene da B-tubulina
(BARRERE et al., 2013; NICIURA et al., 2012; DIAWARA et al., 2013a). Acredita-se que a
presenca desses polimorfismos possa alterar a conformacéo estrutural da proteina B-tubulina,
uma vez que com a troca de uma base nitrogenada, o cdédon passa a codificar um novo
aminoéacido resultando em alteracGes moleculares e bioguimicas, impedindo a associacdo do
farmaco com o seu local de ligacdo. De acordo com Prichard (2007) o farmaco ndo é
considerado um agente mutagénico que provoca a presenca do SNP, o seu uso periddico é que
pode selecionar individuos com o genétipo relacionado a resisténcia, caso esse polimorfismo
esteja presente em uma subpopulacdo de parasitos, e esses resistam ao tratamento herdando a
capacidade de sobrevivéncia a exposi¢do anti-helmintica.

Em parasitos de importancia veterinaria, a resisténcia ao tratamento é um problema
recorrente, a presenca de SNPs nos cddons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 e a
baixa eficacia dos farmacos ja foi correlacionada para 0s nematddeos gastrointestinais mais
importantes, como Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta e Trichostrongylus spp
(BARRERE et al., 2013; REDMAN et al., 2015; AVRAMENKO et al., 2020). A alta
prevaléncia de infeccdo por nematddeos gastrointestinais € uma das restricdes econdmicas mais
importantes na producao pecuaria na Europa e possivelmente em todo o mundo (BARRERE et
al., 2012; RAMUNKE et al., 2016).
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Existem poucos trabalhos que procuram elucidar os mecanismos moleculares
relacionados a resisténcia aos anti-helminticos em humanos. A presenca de polimorfismos
associados a resisténcia ja foi detectada para o codon 167 do gene da B-tubulina de A.
lumbricoides no Haiti, no Quénia e no Panama por Diawara et al. (2009), e por Rashwan et al.
(2017), no Haiti. Para o codon 200 j& foram detectados SNPs para A. lumbricoides em um
estudo realizado no Brasil (Furtado et al. 2019b); para N. americanus por Diawara et al.
(2013a), no Quénia, e por Zuccherato et al. (2018) e Furtado et al. (2018a) em estudo no Brasil.
SNPs para os codons 198 de N. americanus foram detectados em amostras do Sri-Lanka, por
Rashwan et al. (2016), SNPs nos cddon 167 e 200 de N. americanus foram encntrados por Orr
et al. (2019) em Gana. Para T. trichiura foram encontrados SNPs nos cddons 167, 198 e 200
(DIAWARA et al., 2009; DIAWARA et al., 20133, RASHWAN et al., 2017) em amostras do
Quénia, Haiti e Panama e no cddon 198 em amostras do Brasil (MENDES DE OLIVEIRA et
al., 2022).

SNPs relacionados a resisténcia em ancilostomideos zoon6ticos, mas que também
infectam humanos, também foram encontrados para o cédon 167 de A. caninum por Jimenez
Castro et al. (2021) nos EUA e nos cddons 200 de A. caninum por Furtado et al. (2014) e codon
198 de A. braziliense (FURTADO et al., 2018b) em estudos realizados no Brasil. Acredita-se
que a baixa sensibilidade observada no tratamento da tricurose com os BZs pode estar associada
a presenca de SNPs para os trés codons do gene da B-tubulina isotipo 1 relacionados a
resisténcia, em T. trichiura (DIAWARA et al., 2013a; DIAWARA et al., 2013b; RASHWAN
etal., 2016).

1.4 Resisténcia ao tratamento em ancilostomideos

A efetividade ou falhas no tratamento antiparasitario para controle dos helmintos
parasitos de importancia veterinaria e humana tem sido investigada em varios trabalhos, como
0 estudo de Avramenko et al., (2020) que avaliou a presenca de nematoides gastrointestinais
resistentes ao ABZ em bovinos e bisdes norte-americanos e o trabalho de Orr et al., (2019) que
avaliou marcadores genéticos de resisténcia aos BZs entre ancilostomideos de humanos, em
Gana. Resultados positivos relativos ao uso do ABZ divergem de alguns trabalhos que denotam
falha no tratamento utilizando diferentes farmacos. Pesquisa realizada por Keiser e Utzinger
(2008), em busca sistematica em diferentes bancos de dados, concluiu que a eficacia do ABZ
oral de dose unica, MBZ e pamoato de pirantel contra infecces por ancilostomideos em

humanos foram de 72%, 15% e 31%, respectivamente.
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Em estudo realizado por Humphries et al. (2013) em Gana, com criangas em idade
escolar no municipio de Kintampo, relataram que a prevaléncia de ancilostomose entre a
populacéo avaliada foi de 39,1% (109/279), apés tratamento com dose Unica de ABZ (400mg),
a taxa de cura foi de apenas 43% (46 de 107). Uma das justificativas na falha do tratamento
defendidas por Humphries et al. (2017) é que o tratamento profilético é direcionado apenas as
criangas, e as taxas de cura modestas reforcam a necessidade de uma investigagdo mais
aprofundada sobre as diretrizes dos programas de desparasitacao e dos relatos de resisténcia ao
benzimidazol em Gana.

Estudo realizado por Dunn et al. (2019), com criangas em Mianmar, demonstrou que o
intervalo de seis meses entre o tratamento em massa em algumas comunidades é tempo
suficiente para a infeccdo de geo-helmintos retornarem aos niveis de prevaléncia, e quase
sempre, 0s mesmos individuos estdo sendo constantemente infectados entre as rodadas de
tratamento, outras medidas de controle, como saneamento basico e educacdo em salde sdo
necessarias para minizar os casos de reinfecgdes.

Estudo realizado com cées no sul do Brasil, identificou A. caninum como resistente ao
pamoato de pirantel combinado com praziquantel, bem como ao fenbendazol, o nematddeo foi
suscetivel a milbemicina oxima com praziquantel. Os resultados deste estudo ressaltam a
importancia da solicitacdo do exame coproparasitolgico antes e ap6s 0s tratamentos para
avaliar a eficacia dos antiparasitarios, garantir a salde e bem-estar animal e minimizar a
exposicdo dos animais aos fatores de risco (D'AMBROSO FERNANDES et al., 2022).

Os mecanismos moleculares relacionados ao processo de resisténcia aos BZs em
ancilostomideos ainda ndo sdo bem esclarecidos, uma vez que varios estudos que relatam falha
de tratamento para esses parasitos ndo utilizaram métodos moleculares para correlacionar a
baixa eficacia dos BZs (AULA et al., 2020). Estudo realizado por O'Connell et al. (2018), com
refugiados da Tailandia revelou uma baixa eficiéncia pds-tratamento com ABZ para N.
americanus, a qual variou de 42%-69%. Os autores discutem que a baixa eficacia do tratamento
pode ter sido devido a grande variacdo no intervalo de tempo entre as trés datas de coleta das
amostras, antes e ap6s tratamento. Nesse estudo, foi realizada a busca de polimorfismos para
os codons 167 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 relacionados a resisténcia, porém nenhum
SNP foi encontrado.

Alguns trabalhos descreveram mutacdes no gene da p-tubulina isotipo 1 de
ancilostomideos, como os de Diawara et al. (2013a) para o cddon 200 e Rashwan et al. (2016)
para o cddon 198 de N. americanus. Jimenez Castro et al. (2021) detectaram mutagdo no codon

167 de A. caninum. Furtado et al. (2018b) encontrou mutagdes nos cédons 198 de A.
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braziliense. Estudo de Schwenkenbecher et al. (2007) ndo relatou mutacdo no cédon 167 e 200
de N. americanus em criangas que receberam medicacdo de forma periddica com falha no
tratamento. Schwenkenbecher e Kaplan (2009) analisando o nematédeo A. caninum néo
detectaram qualquer alteracdo no cddon 198. Em pesquisa realizada por Zuccherato et al.
(2018) em varredura de polimorfismos nos codons 167, 198 e 200 de A. lumbricoides, nenhum
SNP foi encontrado. Orr et al. (2019) encontrou SNPs nos cédons 167 e 200 de N. americanus,
em criancas em idade escolar de Kintampo, Gana.

Furtado et al. (2019a) isolou uma cepa resistente ao ABZ de A. ceylanicum através de
pressdo seletiva de tratamento, apds infec¢des sucessivas em modelos experimentais de
hamsters. As analises moleculares realizadas ndo foram capazes de determinar 0s mecanismos
envolvidos no processo de resisténcia. Os SNPs comumente associados com resisténcia aos
BZs em outros helmintos ndo foram encontrados no gene da B-tubulina isotipo 1 da cepa
selecionada. N&o foi possivel a analise do envolvimento de outros mecanismos de resisténcia
nesta cepa, uma vez que ela apresentou baixa adaptabilidade ao hospedeiro, durante sua
manutencdo, tendo sido perdida ap6s algumas passagens no hospedeiro.

O diagnostico preciso para a identificacdo das espécies de geo-helmintos é de extrema
importancia para a verificacdo da efetividade da acdo de um farmaco. Colella et al. (2021)
revelaram uma diferenca substancial na taxa de cura de infecgdes por ancilostomose em pessoas
numa comunidade do Camboja (80,1% maiores de 12 anos). Apds o tratamento com ABZ,
exames de fezes utilizando microscopia, 81,5% das amostras apresentaram resultados
negativos, quando as amostras foram submetidas ao exame por gPCR, apenas 46,4% das
amostras estavam negativas, o que confirma que exames moleculares sdo mais precisos e

confidveis para diagndsticos e avaliacdo de cura.

1.5 Resisténcia cruzada anti-helmintica

A resisténcia cruzada acontece quando um organismo é tratado com um tipo de farmaco
e é capaz de apresentar resisténcia a outro produto com mecanismos de acdo distintos. Estes
relatos ja foram descritos para os farmacos levamisol e BZs, em H. contortus, Trichostrongylus
sp. e Ostertagia sp. Estudo realizado por Eng et al. (2006) destaca que a resisténcia a
ivermectina e a moxidectina (H. contortus e Onchocerca volvulus) pode estar associada ao gene
da B-tubulina (Codon 200 TAC), de maneira que o0 uso dessas lactonas macrociclicas pode
selecionar nematddeos com SNPs no codon 200 do gene B-tubulina isotipo 1, polimorfismo

este associado a resisténcia aos BZs em nematodeos de importancia veterinaria e humana. Esta
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predisposicdo do helminto resistente & ivermectina e moxidectina, apresentar a probabilidade
de ser resistente também aos BZs requer uma investigacdo mais aprofundada.

De acordo com Blackhall et al. (2008), alguns mecanismos que independem da proteina
B-tubulina podem estar relacionados com o processo de resisténcia aos BZs, e cita alteracfes
nos genes da glicoproteina-P (gp-P), a qual é responsavel pelo bombeamento do farmaco para
o exterior das células do verme. O aumento dos niveis de gp-P reduz a quantidade de farmaco
capaz de atingir seu alvo, diminuindo sua acdo. Esse mecanismo pode envolver um aumento da
expressao da proteina em células intestinais do helminto, diminuindo o acesso do farmaco para
outros tecidos do verme. Wilkinson et al. (2012) sugeriram que um SNP no cdon 687 de um
dos genes da glicoproteina-P estd associado a resisténcia ao triclabendazol em Fasciola
hepatica.

A resisténcia anti-helmintica pode ser classificada como lateral, cruzada ou multipla. A
resisténcia lateral ocorre quando um organismo apresenta resisténcia a um farmaco de uma
mesma classe de medicamentos, os quais apresentam modo de agdo semelhante, como exemplo
os farmacos ABZ e MBZ. A resisténcia cruzada assemelha-se a resisténcia lateral, porém ocorre
entre compostos quimicos com diferentes modos de acdo. A resisténcia multipla ocorre quando
ha individuos em uma populacdo, que sdo resistentes a dois ou mais anti-helminticos de
diferentes grupos (PRICHARD, 1980; VERA, 2014).

A falha no tratamento dos ancilostomideos com diferentes fa&rmacos tem demonstrado
de forma conclusiva que a resisténcia anti-helmintica mualtipla é um problema emergente.
Jimenez Castro et al. (2019) relatou pela primeira vez em um estudo com cdes nos EUA, a
presenca de resisténcia multipla aos BZs, lactonas macrociclicas e pirantel em A. caninum, de
modo que a maioria das amostras analisadas apresentou SNP no cédon 167 do gene da B-
tubulina. Esse nematddeo é prevalente em cées galgos, que estdo em exposi¢do quase constante
a larvas infectantes de terceiro estadio nos exercicios de corrida, e sdo tratados com grande
frequéncia com diferentes anti-helminticos, em curtos intervalos de tempo, 0 que acaba
exercendo forte pressao de selecédo para resisténcia aos medicamentos, semelhante aos fatores
epidemioldgicos que levaram a altos niveis de resisténcia a multiplos farmacos em nematddeos
de pequenos ruminantes em todo o mundo.

D'Ambroso Fernandes et al. (2022) em uma avaliagéo parasitologica de 38 cées (Brasil),
com o objetivo de identificar helmintos resistentes a antiparasitarios e avaliar a eficacia anti-
helmintica, detectou uma populacdo de A. caninum resistente a0 pamoato de pirantel em
associagdo com os farmacos praziquantel e fenbendazol. O autor também concluiu que cées

sem raca definida que habitam ambientes contendo solo ou grama foram mais propensos a
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serem infectados em comparagdo com cdes de raca pura que residem em ambientes
impermeaveis. Os resultados deste estudo revelam a importdncia do acompanhamento
coproparasitoldgico pelos profissionais antes e ap0s o0s tratamentos para avaliar a eficacia dos
antiparasitarios e minimizar a exposi¢cdo desnecessaria dos animais aos anti-helminticos, o que

favorece a selecdo por pressdo para parasitos multirresistentes.
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2 JUSTIFICATIVA

A ancilostomose é uma das parasitoses que esta entre as infec¢bes mais comuns e
negligenciadas em todo o mundo, afetando as comunidades mais pobres e desfavorecidas.
Apesar dos programas de controle para esta helmintose, como o tratamento profilatico com
administracdo em massa dos farmacos do grupo dos BZs (ABZ e MBZ) e melhorias nas
condicdes de acesso a saude publica e saneamento basico, o indice de infeccdo por esses
parasitos ainda ¢ muito elevado.

Estudos recentes evidenciaram que a infeccdo zoondtica pelo A. ceylanicum em
humanos esté se tornando cada vez mais comum entre paises de areas endémicas, especialmente
aqueles onde as pessoas convivem com cées ou gatos. A implementacdo de medidas de controle
eficazes para infecgdes por ancilostomideos deve considerar seriamente essa implicacdo
zoonotica. A espécie A. ceylanicum se constitui em um 6timo modelo para estudo em
laboratério, uma vez que é possivel reproduzir satisfatoriamente a infeccdo em hamsters,
obtendo resultados semelhantes a patogenia provocada em humanos.

E possivel que o tratamento periddico em massa resulte na selecdo de cepas de
ancilostomideos resistentes, uma vez que falhas no tratamento contra esses helmintos ja foram
descritas tanto em animais quanto em humanos. Estudos atuais ja relataram a baixa eficacia do
tratamento contra ancilostomideos, porém a presenca de SNPs relacionados a resisténcia quase
sempre apresenta baixa frequéncia em populacdes que ndo responderam ao tratamento, o que
pode sugerir a participacdo de outros mecanismos moleculares envolvidos no processo. Além
disso, em pesquisas recentes do nosso grupo, uma cepa de A. ceylanicum resistente ao
albendazol foi selecionada in vivo, todavia, 0 sequenciamento completo do gene do isotipo 1 da
B-tubulina ndo apresentou SNPs significativos, que ja sdo associados com resisténcia para
outras espécies de nematodeos.

Portanto, existe uma lacuna relativa aos mecanismos de resisténcia aos benzimidazois
para diversos nematddeos que infectam humanos. Diferentemente de nematddeos de
ruminantes, como a espécie H. contortus, que apresenta varios isolados resistentes aos
benzimidazdis, ndo existem isolados naturalmente resistentes, para as espécies de
ancilostomideos. Dessa forma a obtencdo de uma cepa resistente aos benzimidazois é de
extrema importancia para a caracterizagao desses mecanismos em espécies tdo importantes para
a saude humana e animal. Os dados moleculares obtidos poderdo auxiliar nos métodos
profilaticos para controle da ancilostomose envolvendo o desenvolvimento de novas

formulagdes anti-helminticas direcionadas a diferentes alvos moleculares do parasito.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Obter uma cepa de Ancylostoma ceylanicum resistente ao albendazol, selecionada em

modelo experimental, para caracterizacéo fenotipica e genotipica.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar uma cepa de A. ceylanicum resistente ao albendazol por pressao seletiva do
farmaco;

e Realizar busca por marcadores moleculares relacionados a resisténcia nos codons 167,
198 e 200 do gene da P-tubulina isotipo 1 na cepa de A. ceylanicum resistente ao
albendazol;

e Comparar experimentalmente as cepas de A. ceylanicum selvagem e resistente ao
albendazol, baseado em parametros parasitoldgicos, morfométricos e patogénicos;

e Auvaliar a presenca de resisténcia cruzada na cepa de A. ceylanicum resistente ao

albendazol com os medicamentos ivermectina, nitazoxanida e mebendazol.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais, em reunido de 29/04/2019, numero de protocolo
25/2019.

4.2 Selecdo da cepa de A. ceylanicum resistente ao albendazol

A cepa resistente de A. ceylanicum foi obtida a partir de uma cepa selvagem do
nematodeo, submetida a sucessivas infec¢cdes e tratamentos em hamsters (M. auratus) fémeas,
com idade entre quatro e seis semanas, criados em ambiente controlado de biotério. Todos 0s
hamsters utilizados nos experimentos receberam um tratamento oral profilatico de 0,4
mg/200uL de ABZ assim que chegavam ao laboratorio, aproximadamente uma semana antes
de serem infectados, minimizando assim o risco de interferéncia de alguma infeccdo pré-
existente que pudesse prejudicar o procedimento.

Inicialmente dois grupos de seis hamsters infectados com a cepa selvagem foram
utilizados para coleta de fezes, com a finalidade de realizacdo de coproculturas, de acordo com
metodologia de Roberts e O’Sullivan (1950). As larvas foram recuperadas pelo Método de
Rugai (1954). Um numero aproximado de 5.000 L3 foram tratadas em um tubo tipo Falcon
contendo 15 mL de solucdo de albendazol (0,2 pg/mL) (Sigma, St. Louis) durante 18 horas.
Esse tratamento prévio foi realizado para a selecdo inicial, in vitro, das larvas, contendo
gendtipos que pudessem ser associados com resisténcia. ApOs a incubacdo, essas larvas
passaram por um novo processo de purificacdo (SERAFIM et al., 2014) e foram ressuspensas
em agua previamente aquecida (42 °C). Para nova quantificacdo, larvas com movimentos
serpenteformes ativos foram contadas em microscopio estereoscéopico. As larvas imdveis e retas
foram consideradas mortas, conforme descrito por Croll e Blair (1973). As larvas sobreviventes
desta selegdo prévia foram utilizadas para dar inicio ao processo da selecdo da cepa resistente.

Em cada ciclo de infeccdo foram utilizados trés grupos com seis hamsters cada,
infectados por via oral com auxilio de agulha de gavagem, com aproximadamente 75 L3, um
Grupo Controle, infectado e nédo tratado, e os outros dois grupos infectados e tratados com doses

distintas de ABZ. Os hamsters infectados tiveram as fezes coletadas para coproculturas e
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quantificacdo de ovos por grama de fezes (OPG) a cada 2 dias entre 0 14° ao 30° DPI (Dias Pds
Infeccdo).

Anteriormente, Furtado et al. (2019a) determinaram a dosagem de 0,2 mg de ABZ por
animal como a dose letal para eliminar 100% da infeccdo pela cepa selvagem. Assim, no 20°
DPI, os dois grupos de hamsters infectados foram tratados com concentracGes crescentes de
ABZ em quatro passagens de infec¢des. Os hamsters foram eutanasiados no 30° DPI, os vermes
recuperados do intestino delgado, separados por sexo e animal de origem e armazenados a -
20°C para posterior analise molecular. A partir da contagem de OPG e da recuperacao de larvas
das coproculturas pos-tratamento, o grupo tratado com a maior concentragdo do farmaco e que
houve recuperacdo de vermes vivos ap0s eutanasia, foi utilizado para novas infeccdes, até
obtencdo da cepa resistente.

No estudo atual, o Gltimo tratamento no qual foi possivel recuperar vermes vivos apos
eutandsia dos hamsters foi de 0,3mg ABZ/200uL, e as coproculturas realizadas nesta infec¢do
foram utilizadas para recuperar larvas e fazer a manutengdo da cepa em laboratdrio. As
concentracdes de ABZ utilizadas para tratamento dos hamsters nesta etapa de sele¢do da cepa
variaram de 0,016 a 0,4 mg ABZ/200uL. Na Figura 4 ¢ apresentado um esquema detalhado dos
ciclos de infeccgOes para obtencdo da cepa resistente de A. ceylanicum.
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+/- 5000 L3 (cepa selvagem) tratada
(Albendazol 0.2 pg/mL)

1° infecgao

Grupo 1 CTRL Grupo 2 Grupo 3
N3o tratado 0.016mg 0.032mg

Jﬂ 2% infecgao

rupo 3 CTRL Grupo 3.1 Grupo 3.2
N3o tratado 0.08mg 0.15mg

32 infecgao
Grupo 3.2 CTRL Grupo 3.2.1 Grupo 3.2.2
N3o tratado 0.2mg 0.25mg

‘ 4° infecgdo

Grupo 3.2.2 CTRL Grupo3.2.2.1 Grupo3.2.2.2
N3o tratado 0.3mg 0.35m
5 (®)

‘ 5% infec¢do

Grupo3.2.2.1 CTRL /| Grupo3.2.2.1.| Grupo 3.2.2.1.11

N3o tratado 0 35mg@) 0.4mg @)
‘ P~
Manutengao @) Dosagem eliminou infeccao

Figura 04: Sequéncia ilustrativa para obtencdo da cepa de Ancylostoma ceylanicum resistente ao albendazol. O
grupo tratado com a maior concentragdo do farmaco e que houve recuperacdo de vermes vivos apds eutanasia, foi
utilizado para prosseguimento de novas infecgdes, até obtencdo da cepa resistente e manutencao em laboratério.
Cada grupo continha 06 hamsters.
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4.2.1 Infecgéo de hamsters com A. ceylanicum

Para a obtencdo da cepa resistente de A. ceylanicum foram realizadas sucessivas
infeccdes e tratamentos com diferentes grupos de hamsters. A partir do 14° até 30° DPI foram
realizadas coproculturas em um intervalo aproximado a cada dois dias. As larvas foram
recuperadas pelo Método de Rugai (1954), colocadas em tubo tipo Falcon de 50 mL,
centrifugado a 1000 xg por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado até um volume médio de
10 mL. A concentracdo ideal de larvas infectantes foi obtida com o auxilio de microscopio
estereoscopico, onde foi observada a viabilidade e a quantifica¢do das larvas. Os grupos foram
infectados por via oral com auxilio de agulha de gavagem com uma média de 75 L3/200uL por
animal. As coproculturas utilizadas nesta fase foram realizadas ap6s o tratamento com
albendazol, no 20° dia e que apos esse tratamento ainda apresentavam ovos nas fezes obtidas
entre o 25° a 30° DPI.

4.2.2 Quantificacdo de ovos pelo método de Gordon e Whitlock (OPG)

A contagem de ovos pelo método de Gordon e Whitlock (1939) durante o processo de
selecdo da cepa resistente ocorreu em cada ciclo de infeccéo e foi realizada do 14° ao 30° DPI,
a cada 2 dias, quando havia material bioldgico suficiente. Os hamsters foram mantidos em
gaiola propria para coleta de fezes durante o periodo noturno por aproximadamente 14 horas.
As fezes foram recolhidas com o auxilio de um palito de madeira, dois gramas de fezes foram
pesados e colocados em um copo de vidro, foi adicionada uma solucdo saturada de acucar e
agua. A solucdo fecal foi homogeneizada e retirada duas aliquotas para preencher os dois lados
da camara de McMaster. A camara foi levada ao microscopio optico e realizada a contagem
dos ovos utilizando o aumento de 10X. A quantificacdo da carga parasitaria foi expressa em

ovos por grama de fezes de acordo com protocolo Gordon e Whitlock (1939).

4.2.3 Preparo de coprocultura e recuperacéo de larvas

Durante o periodo para obtencdo da cepa resistente foram realizadas coproculturas a
cada 2 dias, entre 0 14° ao 30° DPI de cada ciclo de infec¢do. Os hamsters foram mantidos em
gaiola propria para coleta de fezes durante o periodo noturno por aproximadamente 14 horas.
As fezes foram recolhidas na manha seguinte com o auxilio de um palito de madeira, colocadas

em um recipiente e misturadas com cerca de 2 mL de agua para amolecer. Em seguida foi
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misturada vermiculita, na proporcdo de cerca de duas partes de vermiculita para uma de fezes,
o frasco identificado com o nome da cepa (grupo) e data. O frasco foi coberto com gaze, ou
papel aluminio perfurado, para entrada de ar e incubado em estufa, a temperatura de 25° a 27°
C, durante sete dias. Decorridos esse periodo foi realizada a recuperacao das larvas infectantes
pelo método de Rugai (1954).

As larvas foram obtidas de coproculturas, a mistura de fezes e vermiculita foi envolvida
em gaze dobrada em 8, esse volume foi submerso em um célice de vidro de 250 mL contendo
agua pré-aquecida a 45 °C, deixado em repouso por no minimo 2 horas. Decorridos esse
periodo, a coprocultura envolvida em gaze foi retirada do célice e o liquido transferido para um
tubo de pléastico tipo Falcon de 50 mL, centrifugado a 1000 xg por 1 minuto, o sobrenadante
descartado até um volume aproximado de 10 mL, e a concentracdo de larvas L3 necessarias a

infeccdo (+/-75 L3/200uL) ajustadas com o auxilio de um microscopio estereoscopico.

4.2.4 Eutandsia, necropsia e recuperacdo de vermes adultos

Para obtencdo da cepa resistente, os animais foram eutanasiados por volta do 30° DPI.
Os hamsters foram sacrificados com sobredose de anestésico (45 mg/kg de solucdo de cloridrato
de xilazina e 240 mg/kg de ketamina) via intraperitoneal ap6s jejum noturno. Os animais foram
colocados de decubito dorsal, a cavidade abdominal dissecada longitudinalmente, o intestino
delgado retirado e dissecado em placa de Petri contendo PBS 0,15M e pH 7,4. Os vermes foram
recuperados diretamente da mucosa intestinal, separados por sexo e contabilizados. Os vermes
machos foram conservados individualmente em tubo de poliestireno tipo eppendorf de 1,5mL,

em freezer -20°C, para posterior analise molecular.

4.2.5 Extracdo de DNA do nematddeo A. ceylanicum

Os vermes de A. ceylanicum utilizados para extracdo de DNA foram recuperados do
intestino delgado dos hamsters, a cada ciclo da infeccdo, separados por sexo e lavados 2 a 3
vezes com PBS (Phosphate Buffered Saline) 0,15M e pH 7,4. Foram selecionados vermes do
sexo masculino para evitar que a presenga de ovos no interior das fémeas interferisse nas
analises moleculares. Um total de 182 extracdes de DNA foram realizadas entre vermes das
cepas selvagem (14) e vermes recuperados durante as passagens de infeccGes e tratamentos até

o0 isolamento da cepa resistente (168).
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Os vermes machos foram armazenados, individualmente, em um tubo tipo eppendorf de
1,5 mL e o DNA extraido de acordo com o protocolo do Laboratério de Parasitologia Molecular
do ICB/UFMG, descrito a seguir. Nos tubos contendo os vermes, foram adicionados 200 pL de
tampéo de lise (50 mM de EDTA, 100 mM de Tris-HCI pH 7,4, 100 mM de NaCl e SDS 10%).
O verme foi triturado com o auxilio de um pistilo de vidro, previamente esterilizado, em seguida
foi adicionado mais 200 pL do tampao de lise. Foi adicionado ao tubo 4 pL de proteinase K (10
ug/ul), seguida de incubagao em banho seco a 65 °C por 30 minutos. Decorridos esse periodo,
foram adicionados 400 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (proporg¢do 24:1) e a amostra
centrifugada por 12000 xg a 25°C por 5 minutos. Com o auxilio de uma pipeta, a fase superior
foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL, adicionados 4 pLL de RNAse (100 pg/uL) e o tubo
incubado em banho seco a 37 °C por 30 minutos. Na etapa seguinte, 0s passos anteriores, de
adicdo de cloroformio, centrifugacdo e transferéncia da fase superior para um novo tubo foram
repetidos. Em seguida foram adicionados 400 pL de isopropanol, o material foi
homogeneizado, centrifugado por 14.000 xg a 4°C por 30 minutos e o sobrenadante descartado
vertendo totalmente o tubo. Foram adicionados 400 pL de etanol 70%, seguida de
centrifugacdo por 12000 xg a 4°C por 10 minutos, e 0 sobrenadante novamente descartado.
Novamente foram adicionados 400 pL de etanol 70%, a amostra centrifugada e o sobrenadante
descartado. Por fim, o DNA foi ressuspenso em 10 uL. de agua milli-Q, sua concentracdo foi
determinada por espectrofotometria através do aparelho Epoch (Biotek, Estados Unidos) e
armazenado na geladeira (4°C). A qualidade do DNA foi determinada com base na relacdo de

absorbancia 260/280 para determinar a pureza do material.

4.2.6 Reacdes de PCR (polymerase chain reaction)

Para a amplificacdo do DNA, foi realizada uma duplex PCR. Na primeira reacdo, foram
utilizados quatro oligonucleotideos iniciadores (primers): um par flanqueando a regido do
codon 167 e outro par flagueando a regido dos codons 198 e 200, que se encontram proximos
entre si no genoma de A. ceylanicum. N&o utilizamos apenas um par de primers nesta primeira
reacdo porque entre 0s codons 167 e 198 existe a presenca de introns, impossibilitando, a
amplificacdo desse grande fragmento. Do produto da primeira reacdo, foram realizadas duas
Nested-PCRs independentes: uma utilizando um par de primer para amplificar a regido do
cddon 167 e outra com um segundo par de primer para amplificar os cdons 198 e 200 do gene
da B-tubulina isotipo 1. A Figura 5 ilustra as reacdes para amplificagéo de partes do gene da f3-

tubulina isotipo 1 do A. ceylanicum.
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Figura 5: Representacdo dos iniciadores nas reagdes de PCR para amplificagdo de partes do gene da B-tubulina
isotipo 1 do Ancylostoma ceylanicum.

Os iniciadores utilizados para a rea¢do foram desenhados por Furtado et al. (2019a). Os

primers utilizados nas reacdes estao descritos no Quadro 2.

Quadro 2 — Iniciadores utilizados para amplificacao de partes do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. ceylanicum,
temperaturas de anelamento e amplicon esperado.

Codon Iniciador (5° —3”) e Amplicon
anelamento

Fal67Ay: TGA GCT CGT CGATAACGT CC sgoC 415 pb
Ral67Ay: TGA GGT CAT CCC CAG TTT GAC (12 Reacao)

o7 Fcl67Ay: CAG GTATTT CGC AAC CGT GC sgoC 306 pb
Rc167Ay: AGG AAC ACGACCAGCGTTT (2% Reacdo)

Fal98/200Ay: TGT TCC TAA AAA GGG GTC GGG sgoC 424 pb
Ral98/200Ay: AAG CGA AGG CAG GTA GTG AC (12 Reacdo)

198/200 Fc198/200Ay: GCA GTC CAC GTT CCT GCT TA sgoC 308 pb
Rc198/200Ay: ACC GGA CAT TGT TACAGACACT (2% Reacdo)

O volume final das reacdes por amostra foi de 10 uL, sendo 1 pL de solu¢do tampao
(10X); 0,8 uL de dNTP (2,5nM); 0,2 uL. de Mix primer (10uM) (primeira PCR); 0,2 pL de
GoTaq® DNA Polymerase (5U/uL) (Promega, Estados Unidos); 6,8 L. de H2O e 1 uL. de DNA
(~25 ng) gendmico (primeira PCR) e 1 uLL. de DNA amplificado (Nested-PCR). Para o controle
negativo, o DNA foi substituido por agua ultrapura, para avaliar a possivel presenca de
contaminantes. Para o controle positivo foi utilizado 1 pL DNA genomico do respectivo

nematodeo, previamente amplificado e confirmado por sequenciamento.




40

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Mastercycler® (Eppendorf,
Alemanha) utilizando o programa: 95 °C por 5 minutos para desnaturacdo inicial da dupla fita
de DNA, 25 ciclos a 95 °C por 30 segundos, temperatura de anelamento de 58°C por 45
segundos, seguido de 72 °C por 45 segundos e uma etapa final de extensdo a 72 °C por 7
minutos.

Para confirmacdo da amplificacdo, o produto das reacGes de PCR foi submetido a
eleforese em gel de agarose a 1% (m/v) (KASVI, Brasil), com tampdo TAE (Tris-Acetato-
EDTA) 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, Estados Unidos). Na primeira canaleta foi
dispensado 5 pL de marcador de peso molecular (1Kb DNA ladder, Invitrogen) e 1 puL de
GelRed®. Nas demais canaletas do gel foram aplicados o controle positivo, as amostras e, por
fim, o controle negativo (agua ultrapura no lugar do DNA). Em cada canaleta, foi aplicado um
volume de 5 pLL de amostra, 1 pL de tampdo de amostrae 1 pL de GelRed®. As amostras foram
corridas no gel com uma voltagem de 100v durante 30 minutos. O gel foi visualizado em

transluminador de luz ultravioleta e as imagens foram fotografadas, analisadas e arquivadas.

4.2.7 Purificagdo do DNA

As reaces de PCR com a finalidade de purificacdo e sequenciamento das amostras
seguiram a metodologia descrita no item 4.2.6, porém com um volume final de 30 pL,
obedecendo as mesmas concentracfes. A Nested-PCR foi realizada em duas reac6es distintas,
uma para amplificar o c6don 167 e outra para amplificar os codons 198/200. Os produtos de
PCR foram purificados com PEG (Promega, Estados Unidos) (20% polietilenoglicol 8.000 em
solucéo de NaCl 2,5 M) conforme descrito a seguir.

Em um microtubo de 0,5 mL foram dispensados 30 pL de produto de PCR amplificado
e adicionado o mesmo volume de PEG 20% (NaCl 2,5 M + PEG 20%), seguida de forte
homogeneizacdo em vortex. Os tubos foram incubados em banho-Maria a 37°C por 15 minutos,
em seguida foram centrifugados por 15 minutos a 16.000 xg a 25°C, o sobrenadante foi
descartado com o auxilio de uma pipeta. Foram adicionados ao tubo 125 puL de etanol 80%
gelado. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 13000 xg e o sobrenadante retirado
cuidadosamente. Novamente foi adicionado ao tubo 125 pL de etanol 80% gelado,
centrifugados por 5 minutos a 13000 xg e o sobrenadante descartado. Os tubos foram secos a
temperatura ambiente, vertidos sobre um papel toalha até ndo restar vestigios de etanol. Por

fim, o precipitado de DNA foi ressuspenso em 20 pL de agua ultrapura. O DNA purificado foi
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dosado, em duplicata, através de espectrofotdmetro Epoch (Biotek, Estados Unidos) e
armazenado a -20 °C.

4.2.8 Sequenciamento das amostras

As amostras foram sequenciadas segundo método descrito originalmente por Sanger et
al. (1977). As reacOes do sequenciamento foram realizadas em placas de 96 pocos, utilizando
o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Estados Unidos) em um
volume final de 10 pL contendo 1 pL do iniciador direto ou reverso (10 uM), 5 uL. de produto
de PCR purificado (30 ng para cada 100 pb) e 4,0 pL de BigDye. As reagdes foram realizadas
em termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Alemanha) com um ciclo inicial de 1 minuto a
96°C, seguidos de 25 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4
minutos.

Para a precipitacdo de nucleotideos ndo incorporados foram adicionados 1 L de acetato
de aménio (7,5 M) em cada poco da placa e 25 pL de etanol absoluto e a placa vortexada
vigorosamente. A placa foi vedada com selante e incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente, em seguida a placa foi centrifugada a 4.000 xg por 45 minutos a 25 °C. O
sobrenadante foi descartado por inversdo e a placa mantida invertida para escorrer o alcool.
Foram adicionados as amostras 150 pL de etanol 70%, e em seguida centrifugadas a 4.000 xg
por 15 min a 25°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso por agitacdo em
vortex com 10 pL do tampéo de solubilizacdo contendo 70% de formamida e 1 mM de EDTA.
O sequenciamento dos fragmentos foi executado no sequenciador automatizado ABI
3130x1/Genetic Analizer (Applied Biosystems, Estados Unidos) de 16 capilares. Cada amostra
foi sequenciada no sentido direto e reverso, e a analise do cromatograma foi realizada utilizando
o software FinchTV (Geospiza, Estados Unidos).

Foram analisados nos cromatogramas os codons 167, 198 ¢ 200 do gene da B-tubulina
isotipo 1 de A. ceylanicum a procura de possiveis SNPs. Para os codons 167 e 200, a trinca de
bases nitrogenadas TTC (T/T DNA selvagem) quando ocorre a mutacao aparecerd como T/A
heterozigoto ou A/A homozigoto. Para o codon 198 a trinca de bases nitrogenadas GAG (A/A
DNA selvagem) quando ocorre a mutacdo aparecerd como A/C heterozigoto ou C/C
homozigoto. Os dados foram analisados e agrupados de acordo com a amostra de DNA de

origem, para a cepa selvagem ou para as passagens de infec¢do para obtencédo da cepa resistente.
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4.3 Comparacéo de cepas Selvagem e Resistente

Para comparacdo das cepas selvagem e resistente, foi realizado um novo experimento,
no qual foram utilizados trés grupos de hamsters, com seis animais por grupo, a saber: Grupo
Controle, que néo foi infectado; Grupo Selvagem, infectado com larvas provenientes da cepa
selvagem e Grupo Resistente, infectado com larvas oriundas da cepa resistente isolada. Os
animais foram acompanhados pelo periodo de 28 dias, para comparacdo de aspectos

patogénicos, parasitoldgicos e morfométricos.

4.3.1 Infeccéo dos grupos

A infeccdo do Grupo Selvagem e do Grupo Resistente foi realizada com 75 L3, via oral,

conforme metodologia descrita no item 4.2.1.

4.3.2 Quantificacdo de ovos pelo método de Gordon e Whitlock

Para quantificacdo de OPG no estudo de comparacéo das cepas Selvagem e Resistente,
as fezes foram coletadas por grupo entre o 14° DPI até 0 momento da eutanasia (28° DPI) a
cada 2 dias. A quantificacdo foi realizada em triplicata de acordo com protocolo descrito no
item 4.2.2. No dia da eutanasia também foram coletadas amostras de fezes dos dois grupos
infectados diretamente da porcdo final do intestino grosso de cada animal, para quantificacdo

de OPG individual e teste de eclodibilidade de larvas.

4.3.3 Afericdo da massa corporal

Para o estudo de comparacdo de massa corporal dos grupos Controle e dos grupos
infectados com as cepas Selvagem e Resistente ao ABZ, cada hamster teve sua massa corporal
aferida individualmente em balanca semianalitica no dia zero e a cada 6/7 dias apés a infecgéo,

até o momento da eutanasia.

4.3.4 Coleta de sangue, eritrograma e dosagens bioguimicas

A coleta de sangue dos trés grupos de hamsters em estudo ocorreu no dia zero da

infeccdo e no dia da eutanasia. O sangue de cada animal foi coletado por puncédo sublingual e
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dividido em dois tubos, um contendo EDTA 0,5 M para eritrograma, 0 outro sem anticoagulante
para exames bioquimicos. A dosagem de ferro sérico e as proteinas totais foram determinadas
com kit comercial, seguindo as recomendacdes do fabricante (Doles, Brasil). O sangue coletado
com conservante EDTA 0,5 M no dia da eutanasia foi encaminhado ao Centro de Diagnosticos
e Monitoramento Animal (CDMA), onde o hemograma foi realizado em aparelho de
impedancia com avaliacdo do eritrograma completo (Hemécias, hemoglobina, hematdcrito,

VGM, HGM, CHGM, plaquetas e RDW) e leucograma completo (dados ndo mostrados).

4.3.5 Eutandsia, necropsia e recuperacdo de vermes adultos

A eutanasia e necrépsia para a comparacdo da infeccdo entre os grupos infectados com
a cepa Selvagem, Resistente e o grupo Controle ocorreu no 28° DPI, protocolo descrito no item
4.2.4.

Para o experimento de comparacgéo das cepas Selvagem e Resistente de A. ceylanicum,
0s vermes machos e fémeas recuperados no dia da eutanasia foram separados por grupo e sexo.
As fémeas foram separadas por animal de origem para realizacdo do teste in vitro de Taxa de
fertilidade. Os vermes machos foram separados por animal de origem, lavados com PBS
(Phosphate Buffered Saline) 0,15M e pH 7,4 por trés vezes, fixados em agua a 80°C e
transferidos para tubos identificados de poliestireno tipo eppendorf de 1,5 mL contendo solugéo
de formaldeido 3,7% para posterior morfometria. Apos o teste da taxa de fertilidade, as fémeas
também foram preparadas para a morfometria.

O intestino delgado dos trés grupos de hamsters foi fixado aberto, sobre um papel filtro,
com solucdo de formaldeido 3,7% tamponado e, depois de 24 horas, foram medidos com o
auxilio de uma régua milimétrica, enrolados a partir da extremidade posterior sobre ele mesmo
e conservados em cassetes histoldgicos identificados, acondicionados em uma nova solucéo de
formaldeido 3,7% para futura analise histolégica. Foi realizada a comparacao estatistica dos
comprimentos dos intestinos entre os grupos infectados com as cepas selvagem e resistente ao
ABZ e o grupo Controle ndo infectado para avaliar se 0 mecanismo da patogénese tinha

provocado alguma alteragdo morfoldgica no tamanho do intestino.

4.3.6 Comparagéo da taxa de fertilidade das cepas Selvagem e Resistente

O teste de fertilidade das fémeas de A. ceylanicum das cepas Selvagem e Resistente foi

realizado no 28° DPI, ap0s eutanasia dos hamsters. Vermes fémeas foram recuperadas do
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intestino dos hamsters e colocadas em placas de 12 pogos contendo 10 mL de RPMI (Roswell
Park Memorial Institute Medium), sendo que os vermes de um mesmo animal de origem, foram
colocados em um Unico poco (Figura 06). A placa foi incubada em estufa por 24 horas a 37 °C
e 5% de CO2. No dia posterior os vermes foram retirados da placa, o liquido de cada poco foi
cuidadosamente recolhido para um tubo do tipo Falcon de 15 mL e centrifugado a 10.000 xg
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1 mL de formaldeido
10%, os ovos presentes em cada pogo foram corados com lugol e quantificados em lamina,
através de microscopio optico. O numero de ovos contados em cada poco foi dividido pelo

namero de fémeas ali colocadas para determinar a taxa de fertilidade.

10 mL Selvagem 10 mL i
RPMI 9 o Q Resistente

A (%)
.1\0 n .\
@@ ®@

Figura 06: Teste de fertilidade entre as fémeas recuperadas entre grupo de hamsters infectados com as cepas de
A. ceylanicum selvagem (selvagem- 5 hamsters) e resistente ao albendazol (6 hamsters).

4.3.7 Teste de eclodibilidade de larvas

O teste in vitro de eclodibilidade de larvas para verificar a resisténcia dos ovos ao ABZ,
em comparacdo das cepas Selvagem e Resistente, foi realizado de acordo com o protocolo de
Humphries et al. (2013). No dia da eutanasia, aproximadamente 3 gramas de fezes foram
coletadas diretamente da porcéo final do intestino grosso de cada hamster. As fezes foram
diluidas em tubo tipo Falcon de 50 mL contendo solucdo saturada de agucar, centrifugadas a
14.000 xg por 5 min, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo Falcon de 50 mL, o qual
teve o volume completado com &gua destilada, e as amostras centrifugadas nas mesmas
condicdes anteriores. O precipitado individual de cada amostra foi ajustado para 300 ovos e
suspensos em um volume final de 600 uL. Cem microlitros desse volume foi adicionado aos

pogos individuais de uma placa de microtitulagdo de 96 pocos contendo 100 puL de suspensdes
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de albendazol (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) preparadas em metanol (5 mg/mL) e diluidas
em &gua destilada com concentracdes finais = 0; 0,1; 1,25; 2; 5 e 8 pg/mL. Apds a adi¢do do
concentrado de ovos na placa com as diferentes concentracdes de albendazol, ela foi incubada
a temperatura ambiente e, apos 48 horas, o numero de larvas de ancilostomideo de primeiro
estadio eclodidas em cada pogo foi determinado usando microscopio estereoscopico. A Figura

07 abaixo detalha a técnica utilizada para o teste de eclodibilidade de larvas.

100uL ABZ +
100 pL 50 ovos

Cepa Selvagem Cepa Resistente
Concentragdo do farmaco pg/ml
0011252 5 8 0011252 5 38

07 QOO0 QOOQQQ (m
s [ QOO0 OOOOQ [m
110 [ QOO0 QOO [ms
1 [QOOO QOOOQ pus
2 [QO00 O000Q |y
0000, QOO [ms
0000 00000
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Figura 07: Teste de eclodibilidade de larvas. Grupo Selvagem HO7, H08, H10-H12, Grupo Resistente H13-H18.
H: Hamster. Em cada poco da placa foi dispensado 100pL de suspenséo de Albendazol diluido nas concentragdes
0;0,1; 1,25; 2; 5 e 8 pug/mL para cada amostra e 100pL de suspensdo contendo 50 ovos de Ancylostoma ceylanicum
de cada amostra.

4.3.8 Analise morfométrica dos vermes adultos de A. ceylanicum

Os vermes adultos recuperados do intestino delgado dos hamsters foram lavados em
PBS por trés vezes, separados por sexo e preparados para morfometria microscopica. Foram
avaliados quatro vermes machos e quatro vermes fémeas de cada hamster infectado, totalizando
80 vermes, sendo 20 machos e 20 fémeas do grupo selvagem e 20 machos e 20 fémeas
resistentes ao ABZ. Nos machos e fémeas foram avaliados os seguintes parametros
morfol6gicos: comprimento total e largura maxima, comprimento e largura da capsula bucal e

dentes, comprimento e largura do esodfago, distancia das papilas cervicais a extremidade
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anterior. As fémeas tiveram medidas a distancia entre a vulva e o0 &nus a extremidade posterior,
e 0s machos os espiculos 1, 2 e gubernaculo.

Os nematoddeos coletados foram fixados em formol 10% quente (80°C), diafanizados
em lactofenol de Amann e colocados entre lamina e laminula de vidro com lactofenol para
observacdo e analise em microscépio éptico. As imagens dos parasitos foram capturadas com
camera digital (AxioCamERc 5s, Carl Zeiss) acoplada ao microscépio e a morfometria
realizada através do programa Axio Vision Rel. 4.8. As medidas foram realizadas em

milimetros, e as estruturas menores em micrémetros.

4.4 Verificacdo da presenca de resisténcia cruzada ou lateral

Apds a obtencdo da cepa resistente, foi realizado um novo experimento para verificar se
0s vermes resistentes ao ABZ também seriam resistentes a outros farmacos. Nesta etapa, foram
infectados 10 grupos de hamsters com 6 animais em cada, sendo que 5 grupos foram infectados
com a cepa selvagem e 5 grupos com a cepa resistente ao ABZ, de acordo com metodologia do
item 4.2.1. Foi realizada a quantificacdo de ovos por grama de fezes (OPG, descrito no item
4.2.2) em camara de McMaster, em repeticdes de 3 contagens, a cada dois dias, do 14° DPI até
0 momento da eutandsia. O tratamento com os diferentes farmacos ocorreu no 21° DPI, sendo
que trés grupos de cada cepa (Selvagem e Resistente) foram tratados com a dose letal pré-
estabelecida dos farmacos MBZ (Helmilab, Brasil), Ivermectina (Allax, Brasil) e Nitazoxanida
(Eurofarma, Brasil). Um grupo da cepa selvagem e outro da cepa resistente foram tratados com
a dosagem méaxima de recuperagdo de vermes sobreviventes no processo de selecdo da cepa
resistente (0,3mg/200uL) de ABZ (Prati-Donaduzzi, Brasil), e dois grupos controles, um da
cepa selvagem e outro da cepa resistente, ndo foram tratados.

A dose letal para o A. ceylanicum foi obtida para cada farmaco a partir do tratamento da
infeccdo no 21° DPI de um grupo de hamster infectado com a cepa selvagem, e as concentracgdes
escolhidas foram orientadas pela bula do fabricante. De acordo com os testes prévios na cepa
selvagem, a dose letal para o farmaco MBZ foi de 0,3mg/200uL, Ivermectina 0,010mg/200uL
e Nitazoxanida 1,687mg/200uL. A eutanasia dos hamsters ocorreu no 28° DPI, e a necropsia e
recuperacdo de vermes adultos foi realizada como descrito no item 4.2.4. Na Figura 8 €
apresentado o roteiro do procedimento para verificagcdo da presenca de resisténcia cruzada.
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Infeccao OPG Tratamento Eutanasia
Dia zero 142 DPI 212 DPI 282 DPI
Cepa Suscetivel Cepa Resistente OPG 2/2 dias (Grupo néo tratado) (Grupo néo tratado )
T
Albendazol Albendazol

Albendazol 0.3mg
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Figura 08: Sequéncia ilustrativa do roteiro para verificacdo da resisténcia cruzada. Dia zero: infec¢do dos grupos;
14-21° DPI (Dias Pos Infeccdo) realizacdo de OPG; 21° DPI tratamento com diferentes farmacos; 28° DPI
eutanasia e recuperagdo de vermes.

4.5 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de Grubbs para deteccdo de “outliers”
(http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm). A anélise estatistica foi realizada
utilizando o software Graph Pad Prism 5.0. Para verificar a distribuigédo dos dados, foi utilizado
o teste Kolmogorov-Smirnov. As andlises entre dois grupos foram feitas com os métodos
estatisticos teste T ndo pareado (dados paramétricos). Para analise de trés ou mais grupos, 0s
dados foram submetidos aos testes ANOVA One way ou ANOVA Two way seguido do teste
maltiplo comparativo Bonferroni, ou de Tukey. Todos os resultados analisados foram
considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05.

Para o calculo do IC 50 e IC 90 do teste de eclodibilidade de larvas, as concentragdes
de ABZ utilizadas foram transformadas em logaritmo e as taxas de eclosdo em porcentagem.
Em seguida, foi realizada uma regressdo ndo linear desses dados para chegar ao valor de
inibic&o.


http://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm
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5 RESULTADOS

5.1 Selecéo da cepa resistente ao albendazol do nematddeo A. ceylanicum

Durante os ensaios para obtencdo da cepa resistente foi recuperado um total de 839
vermes adultos, sendo 414 machos e 425 fémeas. Ao longo dos ensaios foram recuperadas as
seguintes quantidades de vermes, somando os trés grupos (Controle e tratados), 1: 235 (109 &,
126 Q), 2:105 (50 &, 559), 3: 192 (92 7, 100 @), 4: 166 (89 &, 77 9), 5: 73 (29 &, 44 Q), e
no primeiro grupo de manutencdo, 68 vermes foram recuperados (45 &, 23 Q).

Durante os ciclos de infecgdes, houve perda de animais para os diferentes grupos, antes
do momento da eutanasia. Entretanto, as fezes foram coletadas do 14 DPI até o momento da
morte precoce dos hamsters e foram utilizadas para coproculturas para as passagens
subsequentes da obtencdo da cepa resistente. Esses animais que morreram ndo foram usados
para andlises estatisticas, foram usados apenas para a doacdo das fezes, ja coletadas para a
obtencgéo da cepa resistente. Todos os animais do Grupo G3.1 (dose 0,08mg) morreram. Do
outro subgrupo G3.2 (dose 0,15 mg) sobreviveram 03 animais.

A Tabela 01 mostra 0 nimero de hamsters eutanasiados em cada grupo e o numero de

vermes recuperados.
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Tabela 01- Quantitativo de parasitos recuperados durante os ciclos de infec¢des e tratamentos sucessivos para
obtencdo da cepa de Ancylostoma ceylanicum resistente ao albendazol.

Grupos N° de an_imais Parasitos

eutanasiados Recuperados

3192 Total

G1 CTRL 4 63 | 85 148
G2 (0,016mg) 4 37 | 33 70
G3 (0,032mg) 4 9 | 8 17
G3 CTRL 3 15 | 24 39
G3.1 (0,08mg) 0 N/A|N/A| N/A
G3.2 (0,15mg) 3 35 | 31 66
G3.2 CTRL 3 29 | 27 56
G3.2.1 (0,2mg) 4 34 | 39 73
G3.2.2 (0,25mg) 3 29 | 34 63
G3.2.2 CTRL 3 44 | 29 73
G3.2.2.1(0,3mg) 4 45 | 48 93
G3.2.2. 11 (0,35mg) 5 010 0
G3.2.2.1 CTRL (0,3mg) 6 29 | 44 73
Manutencgéo 0,3mg 6 45 | 23 68
Total 414 1425| 839
N/A= N&o se aplica

5.2 Varredura de Polimorfismos de Nucleotideo Unico

Apbs selecdo da cepa de A. ceylanicum resistente ao ABZ, o DNA de uma pequena
amostra de 10 vermes individuais foi obtido. Para obtencdo de um resultado prévio, as
sequéncias correspondentes ao codon 167 e 198/200 desses vermes foram amplificadas e
sequenciadas. O resultado do sequenciamento revelou a presenca de 100% de SNPs para o
cédon 198 do gene da B-tubulina isotipo 1, sendo oito muta¢cdes em homozigose e duas em
heterozigose. Para os codons 167 e 200 ndo foi observado nenhum SNP.

Apobs o resultado da presenca de polimorfismos somente para o c6don 198 nas 10
amostras analisadas de vermes resistentes ao ABZ, outras 19 amostras resistentes foram
analisadas para o cédon 167, e nenhum SNP foi encontrado. De acordo com resultados obtidos
na analise anterior, ndo pesquisamos a presenca de SNPs no cédon 167 do gene da p-tubulina
para a cepa selvagem, uma vez que para a cepa resistente, um total de 29 amostras foram
sequenciadas e ndo foi observada nenhuma mutacdo neste cddon. A pesquisa para a cepa
selvagem foi realizada para os codons 198 e 200 em 14 vermes de A. ceylanicum e nenhuma

mutacéo foi observada.



50

No total, para pesquisa de SNPs nos codons 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1
do A. ceylanicum foram analisados 182 vermes distribuidos entre os 5 ciclos para obtencdo da
cepa resistente (168) e 14 vermes do grupo da cepa selvagem. No grupo selvagem nao foi
observada a presenca de mutacdo para nenhum dos trés codons. Para o grupo resistente foi
verificada o aumento gradual da presenca de muta¢fes homozigoéticas, reducdo de mutacao
heterozigdtica e reducdo do numero de individuos sem mutagdes para o codon 198 ao decorrer
do experimento. Em andlise dos cromatogramas do sequenciamento de amostras do quarto ciclo
de infeccdo, cinco amostras (5,5% do total de vermes do grupo 3.2.2.1) apresentaram um SNP
na terceira base nitrogenada do codon 200, a trinca TTC (homozigo6tica), que codifica o
aminoacido Fenilalanina, foi substituida pela trinca (heterozigética) TTM (TTA/TTC), que
codifica uma leucina.

No Grafico 1 € apresentada a evolucdo de mutacdes para o cddon 198 no decorrer do

experimento para obtencdo da cepa resistente.

1 a)SM

3 b)HTZ

B c) HVZ neg
100- sxep

Porcentagem (%)
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Concentragao de Albendazol (mg/200pL)

Gréfico 01: Evolugdo da presenga de polimorfismos (SNPs) para o c6don 198 do gene da B-tubulina isotipo 1 de
Ancylostoma ceylanicum durante procedimentos para obtencdo da cepa resistente ao albendazol. SM: Sem
Mutacdo, HTZ: Mutagdo Heterozigotica, HMZ: Mutagdo Homozigotica. NUmero de vermes para cada tratamento.
0,032=24; 0,150= 25; 0,250=25; 0,300=94. ANOVA 2way, "Bonferroni posttests". Cada barra representa a média
+ erro padrédo do grupo (n = 168). *p<0,05; *** p<0,001.

Nenhuma amostra da cepa selvagem apresentou SNPs nos codons avaliados. Durante as
passagens para obtencdo da cepa resistente ao ABZ a presenca de SNPs no cddon 198 foi

aumentando de acordo com a dosagem do farmaco utilizada. DNA de vermes resistentes a 0,032
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mg apresentaram 45,8% de mutacOes em heterozigose; 5,5% de mutagfes em homozigose e
48,6% ndo apresentaram mutacOes (total de 24 amostras). Vermes resistentes a 0,15 mg
apresentaram 13,3% de DNA sem mutacdo, 16% com mutacdo em homozigose e 70% em
heterozigose (25 amostras). Vermes resistentes a 0,25 mg apresentaram 3% das amostras sem
mutacéo, 72% com mutacdo em homozigose e 24% em heterozigose (25 amostras). As amostras
de DNA de vermes resistentes a 0,3 mg de ABZ 95,7% das amostras apresentaram mutagéo em
homozigose, 4,3% em heterozigose, todos os vermes deste grupo tinham SNPs no codon 198
do gene da B-tubulina (94 amostras).

Na Figura09 (A, B, C, D e E) estdo representados cromatogramas referentes a presenca
ou ndo de SNPs nos codons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 do A. ceylanicum.

Figura 09: Cromatogramas dos sequenciamentos dos codons 167, 198 e 200 para a cepa resistente de A.
ceylanicum. A: Cromatograma cepa resistente, codon 167 TTC do A. ceylanicum, a presenca de apenas um pico
na segunda base em destaque significa a auséncia de Mutagdo; B: Cromatograma cepa resistente, cddon198 GAG
e 200 TTC a presenca de apenas um pico na segunda base dos destaques significa a auséncia de Muta¢do; C:
Cromatograma cepa resistente, cddon 198 GCG (C/C) primeiro destaque Mutacdo Homozigotica, segundo
destaque cédon 200 TTC sem Mutacdo; D: Cromatograma cepa resistente, c6don198 GCG/GAC (GMG), a
presenca de dois picos na segunda base da primeira trinca em destaque significa a presenca de Mutacdo
Heterozigdtica. Segundo destaque codon 200 TTC sem Mutacdo; E: Cromatograma cepa resistente, cédon 200
TTC, SNP na terceira base TTM (A/C), Mutagdo Heterozigética.
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5.3 Comparagcao entre as infecgfes com as cepas Selvagem e Resistente

5.3.1 Anélise do eritrograma

O eritrograma foi realizado no 27° DPI com os grupos infectados com as cepas de A.
ceylanicum Selvagem e Resistente ao ABZ, e o grupo Controle ndo infectado. Os parametros
analisados foram o numero de hemacias sanguineas, hemoglobina, hematocrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina globular média (HGM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), distribuigdo da largura das células vermelhas (RDW) e contagem
de plaquetas.

Houve uma diferenca significativa entre o grupo infectado com a cepa Selvagem e o
grupo Controle para os parametros: contagem do numero de hemaécias, porcentagem do
hematdcrito e CHCM, sendo que o grupo infectado com a cepa Selvagem apresentou um indice
inferior nesses parametros avaliados. Para o grupo infectado com a cepa Resistente, ndo ocorreu
diferenca significativa nestes parametros em comparacdo ao grupo Controle ou ao grupo
infectado com a cepa Selvagem. A concentracdo de hemoglobina para os grupos infectados com
as cepas Selvagem e Resistente foi bem menor em relacdo ao grupo Controle. Para 0s
parametros VCM e HGM ndo houve diferenca significativa entre os grupos. N&do houve
diferenca significativa na contagem de plaquetas entre os grupos infectados e o grupo Controle.
O RDW foi maior para o grupo infectado com a cepa Selvagem em relacédo ao grupo Controle,
ndo houve diferenca entre o grupo infectado com a cepa Resistente e 0s demais grupos. Apdés a
eutanasia dos animais, um numero bem maior de vermes foi recuperado dos hamsters infectados
com a cepa Selvagem, em relacdo ao grupo infectado com a cepa Resistente (Veja Grafico 10).

Os resultados comparativos do eritrograma dos trés grupos encontram-se no Grafico 02.
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Grafico 02: Comparacao do Eritrograma realizado no 27° DPI com os grupos infectados com a cepa selvagem e resistente de
A. ceylanicum e o grupo Controle ndo infectado: A: N° de hemécias, *P=0,0191; B: Hemoglobina, **P=0,0077; C:
Hematdcrito, * P=0,0128; D: Volume Corpuscular Médio (VCM), P=0,1749; E: Hemoglobina Globular Média HGM,
P=0,4610; F: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), **P = 0,0059; G: Distribui¢do da Largura das
Células Vermelhas (RDW), *P=0,0421; H: Plaquetas, P = 0,5565. Anova one-way, Bonferroni's Multiple Comparison. As
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linhas horizontais representam a média + erro padrédo do grupo, n = 6.
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5.3.2 Dosagens de Ferro sérico e Proteinas totais

Na comparagdo do valor do nivel sérico de ferro entre os grupos, demonstrado no
Gréfico 3, é possivel observar uma diferenca significativa entre o grupo Controle nao infectado
e os grupos infectados com as cepas Selvagem e Resistente ao ABZ, sendo que o grupo
infectado com a cepa Selvagem apresentou a maior deficiéncia de ferro ao ser comparado com
0 grupo Resistente e o grupo Controle.
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Gréfico 03: Comparagédo da dosagem de Ferro Sérico realizado no 27° DPI nos grupos: a) eControle ndo infectado;
b) m infectado com a cepa Selvagem de A. ceylanicum; ¢) A infectado com a cepa Resistente de A. ceylanicum.
Anova one-way, "Bonferroni's Multiple Comparison Test", ***P < 0.0001

O Grafico 4 apresenta a comparagdo dos resultados da dosagem das proteinas totais
entre os trés grupos. E possivel observar que os niveis de proteinas séricas nos grupos infectados

com as cepas Selvagem e Resistente foram significativamente inferiores em relacdo ao grupo
Controle néo infectado.
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Gréfico 04: Comparagdo da dosagem de Proteinas totais realizado no 27° DPI nos grupos: a) eControle nido
infectado; b) m infectado com a cepa Selvagem de A. ceylanicum; c) A infectado com a cepa Resistente de A.
ceylanicum. Anova one-way, "Bonferroni's Multiple Comparison Test", **P=0,0020.

5.3.3 Teste de Eclodibilidade de Larvas (EHT)

O teste apresentou uma diferenca significativa na porcentagem de larvas que eclodiram
quando os ovos foram incubados com as concentragfes de 1,25; 2 e 5 pg/mL de ABZ, sendo
que o grupo Resistente apresentou porcentagem bem maior de ecloséo de larvas. No Gréfico 5
¢ apresentada a porcentagem de eclodibilidade de larvas de cada cepa na auséncia do farmaco
e na incubacdo com as diferentes concentracdes de albendazol. Todas as amostras dos pogos de

controle positivo (sem ABZ) mostraram uma taxa de eclosdo maior que 75%.
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Gréfico 05: Comparacdo do Teste de eclodibilidade de larvas de A. ceylanicum da cepa selvagem e resistente ao
albendazol em diferentes concentragdes do farmaco. Cada barra representa a média + erro padrao do grupo (n =
50). a: Selvagem; b: Resistente. Teste 2way ANOVA, "Bonferroni posttests”, ***p< 0,0001"
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5.3.4 Taxa de Fertilidade das fémeas

Né&o foi observado diferenca estatistica entre os grupos. No Gréafico 6 é representado a

taxa de fertilidade das fémeas de A. ceylanicum das cepas Selvagem e Resistente ao ABZ.
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Gréfico 06: Comparacdo da Taxa de fertilidade em 24 horas das fémeas recuperadas para os grupos da cepa de A.
ceylanicum Selvagem e Resistente ao albendazol. Cada ponto se refere ao total de fémeas recuperadas para cada
animal. A linha representa a média + erro padrédo do grupo (n=06), "Unpaired t test", p=0,1955.
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5.3.5 Comparacgédo da massa dos hamsters dos grupos Controle e dos grupos infectados com
as cepas de A. ceylanicum Selvagem e Resistente ao ABZ

Foi possivel observar durante o periodo da infeccdo que até o 14° DPI, os trés grupos
ganharam peso, porém a partir do 14° DPI, até o momento da eutansia (28° DPI), os grupos
infectados com as cepas de A. ceylanicum Selvagem e Resistente ao ABZ comecaram a perder

peso, enquanto o grupo Controle teve um ligeiro aumento em relagcdo ao seu peso incial.
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Gréfico 07: Comparagdo da massa individual dos grupos infectados com a cepa de Ancylostoma ceylanicum
selvagem e resistente ao albendazol e grupo controle ndo infectado, durante o periodo de 28 dias da infecgéo.
oCTRL, mSelvagem, A Resistente, DPI Dias pos Infecgdo. Cada linha representa a média = erro padrao do grupo
(n=06), Teste 2way ANOVA, "Bonferroni posttests", ***p<0,001."

5.3.6 Comprimento do intestino delgado

Para avaliar se a patogénese decorrente da infecdo, poderia causar alguma alteracéo
morfoldgica, como o desenvolvimento de atrofia e encurtamento do intestino delgado, estes
foram recuperados dos animais apds a eutanasia e medidos, conforme descrito no item 4.3.5.
Foi realizada a comparacdo estatistica dos comprimentos dos intestinos entre 0s grupos
infectados com as cepas Selvagem, Resistente e o grupo Controle néo infectado. De acordo
com os dados analisados no Grafico 08, ndo houve diferenca estatistica nos comprimentos dos

intestinos entre 0S grupos.
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Gréfico 08: Comparacéo do comprimento do intestino delgado dos hamsters realizado no dia da eutanésia nos
grupos Controle ndo infectado, infectados com as cepas de Ancylostoma ceylanicum Selvagem e Resistente ao
albendazol. As linhas representam a média + erro padrdo do grupo (n=06), Anova One-way, "Bonferroni's Multiple
Comparison Test", p=0,1017.

5.3.7 Estimativa da carga parasitaria

Durante a infeccdo para comparacao das cepas Selvagem e Resistente foram realizadas
quantificacbes de OPG por grupo e OPG individual com fezes coletadas diretamente da por¢édo
final do intestino grosso no dia da eutanasia. A paténcia para o grupo Selvagem ocorreu no 14°
DPI e para o grupo Resistente no 16° DPI. A contagem de ovos por grama de fezes durante todo
o periodo da infeccdo e no dia da eutanésia (OPG individual) foi maior para o grupo Selvagem

ao ser comparada com o grupo Resistente, de acordo com o Grafico 09.
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Gréfico 09: A- Quantificagdo de ovos por grama de fezes (OPG-Grupo) durante infeccdo para comparacdo das
cepas de Ancylostoma ceylanicum; Os pontos destacados das linhas do grafico indicam a média da contagem de
ovos por grupo em determinados dias p6s infecgdo + erro padréo do grupo (n=06), Dias Pés Infeccdo (DPI), "2way
ANOVA, "Bonferroni posttests”, **p< 0,01 ***p< 0,001. B- Quantificacdo de ovos por grama de fezes (OPG
individual) realizada no dia da eutanasia (material obtido do reto dos animais). As linhas horizontais representam
média + erro padrdo do grupo (n=06), "Unpaired t test", **p=0, 0,0032.
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5.3.8 Recuperacéo de vermes no experimento de comparacao de infeccdo com as cepas de A.

ceylanicum Selvagem e Resistente ao ABZ

Ap0s eutanasia dos grupos infectados com as cepas Selvagem e Resistente, 0s vermes
adultos de A. ceylanicum foram recuperados do intestino delgado dos hamsters, separados por
sexo e contabilizados. O nimero de vermes recuperados do grupo da cepa Selvagem foi
significativamente maior, tanto em relacdo aos espécimes machos, quanto fémeas, em
comparacdo a cepa Resistente. No Grafico 10 (A, B, C) sdo apresentados os resultados

detalhados da recuperacdo de vermes machos, fémeas e o total para os dois grupos de infecgéo.
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Grafico 10: Comparagdo do nimero de vermes recuperados entre as cepas de A ceylanicum Selvagem e Resistente
ao albendazol. A: Recuperacdo de vermes Machos; "Unpaired t test”, *p= 0,0104. B: Recuperacdo de vermes
Fémeas; "Unpaired t test”, p=0,0161. C: Recuperacdo total de vermes (Machos + Fémeas), "Unpaired t test", p=
0,0023. As linhas representam média + erro padréo do grupo (n=06).
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5.3.9 Analises morfométricas

O comprimento total dos vermes machos e fémeas da cepa resistente ao ABZ foi maior
que os vermes da cepa tipo selvagem, e ndo houve diferenca entre a largura dos vermes das
duas cepas. O comprimento da cavidade bucal das fémeas do grupo selvagem foi maior do que
0 Mesmo parametro no grupo da cepa resistente enquanto entre os machos ndo houve diferenca.
Em relacédo a largura da cavidade bucal ndo houve diferenca significativa entre os grupos. O
comprimento e largura dos dentes dos vermes fémeas da cepa resistente ao ABZ foram maiores
que os das fémeas da cepa tipo selvagem, ja as larguras dos dentes dos vermes machos da cepa
resistente foram maiores que o da cepa tipo selvagem e ndo houve diferenca entre os
comprimentos. O comprimento do es6fago dos vermes machos da cepa resistente foi maior do
que o da cepa selvagem, porém entre os vermes fémeas nao houve diferenca significativa. Em
relacdo a largura do eséfago ndo houve diferenca entre machos e fémeas dos dois grupos. A
distancia da cabeca até as papilas cervicais dos vermes machos do grupo resistente foi maior
do que o grupo da cepa selvagem e entre as fémeas ndo houve diferenca. Nao foram encontradas
diferencas significativas entre as medidas dos espiculos 1 e 2, e os gubernaculos dos machos
das duas cepas. Entre as fémeas as medidas entre a vulva e 0 anus até a extremidade posterior
foram maiores para o grupo resistente ao ABZ. Os resultados foram agrupados e estdo
representados na Tabela 02.

Na Figura 10 é exemplificado algumas estruturas morfologicas medidas na andlise

morfomeétrica.
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Tabela 02: Analise morfométrica de vermes adultos machos e fémeas de Ancylostoma ceylanicum em comparagéo
de infeccdo entre cepas Selvagem e Resistente ao albendazol. Dados apresentados na forma de média, desvio
padrdo e p, obtidos pelo programa Prisma, teste T Student.

Parametros Machos Fémeas
Selvagem Resistente p Selvagem Resistente P
C°mp”(mer:]‘)t° Total | 5 9164/.05452 | 6,78+/-02060 |*0,0106 | 6,876+/-04222 | 7,610+/-0.2492 | *0,0101
Larg(‘r‘r':fn)“ta' 0,2520+/-0,0576 | 0,3120+/-0,013 | 0,0528 | 0,3220+/-0,0327 | 0,356+/-0,0207 | 0,0853
Larg. Cavidade | o35,/ 6031 | 9920+/-1243 |0,7661 107,1+/-6,272 109,0+/-5,058 | 0,623
bucal (um)
Comp. Cavidade | oq 1./ 7645 | 104,4+/-1298 | 0,3789 113,1+/-5,901 103,1+/-2,398 | **0,0082
bucal (um)

Comp. Dentes (um) | 40,02+/-1,857 | 43,21+/-3,975 | 0,1426 44,11+4/-2,174 48,79+/-3,329 *0,0299
Larg. Dentes (um) | 9,886+/-0,5191 | 11,74+/-1,329 |*0,0197 11,14+/-0,8123 12,71+/-1,118 *0,0349

C°m'é’m'r:-]f)°fa9° 0,610+/-0,04743 | 0,670+/-0,0187 | *0,0301 | 0,6700+/-0,0339 | 0,6960+/-0,0207 | 0,1817

Larg. Esofago (mm) | 0,116+/-0,0114 | 0,140+/-0,0224 | 0,065 0,1380+/-0,01095 | 0,1400+/-0,01225 | 0,7924

Papilas Cervicais
extrem. ant. (mm)

Espiculo 1 (mm) 0,658+/-0,0259 | 0,684+/-0,0467 | 0,3079
Espiculo 2 (mm) 0,662+/-0,0295 | 0,686+/-0,0428 | 0,3319
Gubernéaculo (um) 65,51+/-3,898 63,14+/-1,453 | 0,2381

0,482+/-0,0192 | 0,550+/-0,0292 | **0,0024 | 0,5440+/-0,03782 | 0,540+/-0,03240 | 0,8619

V”"’a(gﬁ’g')p“t') 2.1864+/-01851 | 2,608+/-0,1481 |**0,0041
Anus (ext. post) 0,1440+/-0,01342 | 0,1660+/-0,01517 | *0,0412

Fotos: Dra Lara Ribeiro ‘

Figura 10: Exemplos de estruturas morfolégicas que foram medidas na comparacdo de vermes das cepas de A.
ceylanicum Selvagem e Resistente ao ABZ. Letras A, B, C, D, E: Bolsa copuladora do macho com setas indicando
espiculos (2) e gubernaculo; D: Imagem ampliada comprimento do gubernaculo; C e E: Comprimento dos
espiculos; Fe I: Cauda e detalhe do Anus da fémea (medidas entre anus e extremidade posterior); G: Detalhe da
capsula bucal e setas indicando papilas cervicais (medidas entre papilas e cavidade anterior, largura e comprimento
da cavidade bucal); H: Capsula bucal e comprimento do eso6fago; J: Distancia da vulva a extremidade posterior
(fémea). Setas indicam estruturas e chaves distancias. Fotos: Dra Lara Ribeiro (2022).
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5.4 Verificacdo da presenca de Resisténcia Cruzada

Os farmacos ABZ, MBZ, Ivermectina e Nitazoxanida foram utilizados para verificacao
da presenca de resisténcia cruzada a cepa de A. ceylanicum resistente ao farmaco ABZ
previamente selecionada. O resultado revelou que ndo houve a presenca de resisténcia cruzada
para 0s grupos da cepa resistente tratados com Ivermectina ou Nitazoxanida, uma vez que
nenhum verme foi recuperado do intestino delgado dos hamsters ap0s a eutanasia, mas ocorreu
a presenca de resisténcia lateral para o grupo resistente tratado com MBZ. No Grafico 11 sédo
representados os resultados de recuperacdo de vermes por hamster, apos eutanasia no 30° DPI,
em cada grupo infectado com as cepas Selvagem e Resistente ao ABZ, e os grupos Controles
infectados e ndo tratados.
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Gréfico 11: Avaliacdo da presenca de resisténcia cruzada ou lateral na cepa de A. ceylanicum resistente ao ABZ
exposta a outros farmacos. O Grafico mostra a média do nimero de vermes adultos recuperados por hamster em
cada grupo nas cepas Selvagem e Resistente de A. ceylanicum exposta aos outros farmacos. RC: Controle infectado
por cepa resistente, mas ndo tratado; SC: Controle infectado pela cepa selvagem, mas ndo tratado; RM: Grupo
infectado pela cepa resistente e tratado com mebendazol; SM: Grupo infectado pela cepa selvagem e tratado com
mebendazol; RA: Grupo infectado pela cepa resistente e tratado com albendazol; SA: Grupo infectado pela cepa
selvagem e tratado com albendazol; RN: Grupo infectado pela cepa resistente e tratado com nitazoxanida; SN:
Grupo infectado pela cepa selvagem e tratado com nitazoxanida; RI: Grupo infectado pela cepa resistente e tratado
com ivermectina; SI: Grupo infectado pela cepa selvagem e tratado com ivermectina. As barras representam a
média + erro padrdo por hamster, n=06 (hamsters/por grupo); ANOVA One way, Tukey's Multiple Comparison
Test; N=6. *p<0,05; ***p<0.001.



65

6 DISCUSSAO

Considerando a patogenia que os ancilostomideos podem causar em seus hospedeiros
como anemia ferropriva, dor abdominal, nausea, vomito e diarreia, € necessario estabelecer
estratégias profilaticas. A principal estratégia indicada pela OMS para o controle de infeccdes
causadas por esses parasitos € a administracdo do farmaco em massa (MDA) com uso de BZs,
duas a trés vezes ao ano, em moradores de areas endémicas (DUNN et al., 2019). O tratamento
profilatico (MDA) é um dos mais utilizados, uma vez que os farmacos de desparasitacao tém
um registro de seguranga comprovado, geralmente barato e com facilidade de administracio
(HALDEMAN et al., 2020).

Apesar dos muitos beneficios que a estratégia do tratamento peridédico em massa pode
trazer, reduzindo a prevaléncia e a intensidade da infeccdo, é extremamente importante
considerar a possibilidade do estabelecimento de cepas resistentes a0 mesmo, as quais estdo
muito bem caracterizadas em tricostrongilideos de importancia veterinaria (PRICHARD, 2001;
LOURDES MOTTIER; PRICHARD, 2008; BALTRUSIS et al., 2018; ATANASIO-
NHACUMBE et al., 2019). A utilizacdo excessiva e irracional de anti-helminticos tem se
tornado comum por vérias razdes, seja para 0 beneficio da saude animal, para melhor
produtividade em ruminantes, ou melhor desempenho em equinos, porém as consequéncias
nem sempre sdo favoraveis, principalmente quando se estabelece a resisténcia anti-helmintica
(KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012; CASTRO et al., 2021).

O A. ceylanicum é um excelente modelo para o estudo de ancilostomideos e analises in
vivo, uma vez que é possivel reproduzir de forma satisfatoria em hamsters, patogenia similar a
infeccdo em outros hospedeiros definitivos (PACANARO et al., 2014; SERAFIM et al., 2014;
DASILVAetal., 2019; MEDEIROS et al., 2022). Neste estudo, foi selecionada em laboratorio,
uma cepa de A. ceylanicum resistente ao ABZ através de infeccdes e tratamentos consecutivos,
corroborando a definicdo de que a pressao seletiva por um farmaco pode selecionar organismos
resistentes. Os dados aqui apresentados séo suficientes para fazer uma extrapolagédo: a alta
frequéncia de tratamento de A. ceylanicum com ABZ sem associagdo com outras medidas de
controle e sem alternéncia de farmacos pode levar & selecdo de cepas de ancilostomideos
resistentes.

Existem varios estudos que buscaram possiveis genotipos relacionados a resisténcia em
ancilostomideos (SCHWENKENBECHER et al., 2007; FURTADO et al., 2016b, 2018;
ZUCCHERATO et al., 2019; ORR et al., 2019; CASTRO et al., 2021) e ha varios relatos de
falha no tratamento desses parasitos usando diferentes tipos de farmacos, pamoato de pirantel,
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milbemicina e especialmente BZs (DE CLERCQ et al., 1997; ALBONICO et al., 2004; KOPP
et al., 2008; HUMPHRIES et al., 2011; CASTRO et al., 2021; COLELLA et al., 2021;
FERNANDES et al., 2022).

Furtado et al., (2019a) selecionaram uma cepa de A ceylanicum resistente ao ABZ
através de ciclos de infeccdo em hamsters seguidos de tratamento, o estudo buscou associagdo
entre causa e efeito em ambiente controlado. Embora tenham conseguido selecionar uma cepa
resistente, ndo foi possivel determinar os mecanismos envolvidos nesse processo e, por ser
menos adaptada para ser mantida em laboratorio, essa cepa foi perdida.

Anteriormente no estudo de Furtado et al., (2019a) foi determinada a dosagem de 0,2
mg de ABZ como letal para eliminar 100% da infecgdo de A. ceylanicum em hamsters. Neste
estudo atual, com apenas trés ciclos seriados de infeccdo seguidos de tratamento, foi isolada
uma cepa que sobreviveu a dose letal (0,2 mg). No quarto ciclo, a cepa apresentou um nivel de
resisténcia ainda maior (0,3 mg), e embora tenha se mostrado resistente, ndo sobreviveu as
overdoses (0,35 mg e 0,4 mg) administradas no quinto ciclo. Os vermes podem ter morrido
possivelmente devido aos mecanismos secundarios de acdo dos BZs, como a reducdo
do transporte de glicose (KEYSTONE; MURDOCH, 1979), o desacoplamento da fosforilacédo
oxidativa (JONES; WATSON, 1965) e inibicio da acdo da enzima fumarato
redutase mitocondrial (PRICHARD, 1973), que podem se tornar mais relevantes em uma
overdose de ABZ.

No estudo atual, devemos destacar que ao final do processo conseguimos isolar uma
cepa com maior nivel de resisténcia se comparado ao estudo de Furtado et al. (2019a).
Possivelmente este resultado esta relacionado & mudanga no desenho experimental, em que no
Nnovo processo, um numero muito maior de larvas (+/-5000) da cepa selvagem passou por um
tratamento in vitro prévio antes do inicio da infeccdo in vivo. Ao tratar previamente as larvas,
conseguimos selecionar os espécimes gue ja apresentavam algum nivel de resisténcia. Isso foi
importante considerando o baixo percentual dos SNPs em populac¢Ges que ndo foram expostas
ao tratamento anterior. De fato, em trabalhos analisando diferentes espécies de nematodeos,
principalmente parasitos em humanos e cées, que se espera serem menos expostos a tratamentos
periddicos do que ruminantes, a frequéncia de SNPs encontrada foi baixa (DIAWARA et al.,
2013b; FURTADO et al., 2014; ORR et al., 2019).

As diferencas significativas observadas nas trés concentracfes de ABZ (1,25; 2,0 e 5,0
pHg/mL) no bioensaio do teste de eclodibilidade de larvas (EHT) reforca o sucesso da
metodologia no processo de isolamento da cepa resistente, onde o nimero de larvas recuperadas

foi consideravelmente maior em relacdo a cepa selvagem. O EHT corresponde ao ensaio in



67

vitro mais utilizado para avaliar a eficacia dos BZs, cuja incubacdo pode interferir na
embriogénese e na eclosdo das larvas, dependendo das concentra¢fes do fArmaco e do estado
de suscetibilidade do verme. Essa metodologia de verificacdo de resisténcia a farmacos tem
sido frequentemente utilizada em trabalhos de campo (VARADY et al., 2007; CEBALLOS et
al., 2019; KONIGOVA et al., 2021), principalmente em locais onde o teste molecular para
pesquisa de genotipos relacionados a resisténcia ndo é acessivel.

Na analise molecular, ndo foi detectada nenhuma alteracéo no codon 167 das amostras
de cepas resistentes. De fato, essa mutacdo nunca foi encontrada em populacGes brasileiras
de A. caninum (FURTADO; RABELO, 2015ab), A. braziliense (FURTADO et al., 2018b)
ou N. americanus (FURTADO et al., 2020); entretanto, é importante ressaltar que esses estudos
citados ndo relatam o histdrico de tratamento do hospedeiro. Este SNP ja foi descrito por Orr et
al. (2019) em N. americanus parasitando criancas em Gana, com aumento da frequéncia de
mutacdes nos codons 167 e 200 em amostras pos-tratamento de individuos ndo curados por
albendazol.

Jiménez Castro et al. (2019) demonstraram pela primeira vez a presenca de resisténcia
multipla a BZs, lactonas macrociclicas e pirantel em A. caninum, com provavel associacdo com
o cddon 167. D’Ambroso Fernandes et al. (2022) relataram resisténcia do nematddeo A.
caninum ao pamoato de pirantel combinado com praziquantel, bem como ao fenbendazol,
utilizando o teste de reducdo da contagem de ovos fecais (FECRT), ndo foi realizada analise
molecular para pesquisa de SNP relacionado a resisténcia. A presenca da mutacdo no codon
167 ja foi descrita para varios outros helmintos de importancia médica e/ou veterinaria como
A. lumbricoides (DIAWARA et al., 2013a), H. contortus (BARRERE et al., 2012) e
trichostrongilideos de bovinos e bisdes (AVRAMENKO et al., 2020). No entanto,
considerando nossos resultados, acreditamos que, se presente, 0 SNP no cédon 167 tem baixa
frequéncia na cepa resistente e, portanto, ndo corresponde ao principal mecanismo de
resisténcia neste isolado selecionado de A. ceylanicum.

Né&o foram detectados SNPs no codon 198 na cepa selvagem. Entretanto, foi observado
um aumento diretamente proporcional entre a presenca da mutacdo no cddon 198 e a dosagem
de ABZ utilizada nos diferentes ciclos de infecgOes para obtencdo da cepa resistente. Houve
um aumento gradativo da presenca da mutacdo nos vermes dos grupos utilizados para o
isolamento da cepa resistente (Grupo 3 — Grupo 3.2 — Grupo 3.2.2 — Grupo 3.2.2.1), de
modo que quase 100% dos vermes tratados com dose superior a considerada letal (Grupos 3.2.2
e 3.2.2.1) apresentaram mutacfes no codon 198. Essa mutagcdo também ja foi descrita em

diversos helmintos de importancia humana e/ou veterinaria, como H. contortus (GHISI et al.,
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2007), N. americanus (RASHWAN et al., 2016), T. trichiura (DIAWARA et al., 2013a) e T.
circumcincta (REDMAN et al., 2015; MARTINEZ-VALLADARES et al., 2020). Neste
estudo, em relacdo ao SNP no codon 198, observou-se que desde o tratamento da cepa resistente
com uma primeira overdose (Grupo 3.2.2 tratado com 0,25 mg), houve diminuicdo do
percentual de heterozigotos, passando para um aumento na porcentagem de individuos
mutantes homozigotos; ou seja, individuos com dois alelos mutados apresentaram maior nivel
de resisténcia do que individuos com um Unico alelo mutado. Muta¢des no cédon 198, em
formas homozigotas ou heterozigotas ja foram relatadas em outros ancilostomideos, como A.
braziliense (FURTADO et al., 2018b) e N. americanus (ZUCCHERATO et al., 2018), mas sem
uma correlacéo exata entre sua presenca e o estabelecimento de uma cepa resistente. Até onde
sabemos, essa forte correlacdo entre vermes mutados homozigotos e aumento do nivel de
resisténcia ja foi observada nos cddons 167 e/ou 200 para outros helmintos (ELARD;
HUMBERT, 1999; BARRERE et al., 2012), mas nunca relatada no codon 198 de qualquer
espécie.

O SNP canbnico no cédon 200, comumente descrito como o mais frequente entre os trés
principais SNPs, ndo estava presente na cepa resistente isolada, embora ja tenha sido descrito
em populagdes de A. caninum coletadas em campo no Brasil (FURTADO et al., 2014), e para
0s nematddeos N. americanuse T. trichiura (DIAWARA et al., 2013a). Mohanraj et
al. (2017) observaram que 100% das larvas de H. contortus de uma populacdo que néo
respondeu mais ao tratamento apresentavam mutacdes no codon 200. Resultados semelhantes
foram obtidos em outros estudos (PALCY et al., 2010; DIXIT et al., 2017). Nossos dados
revelam que este SNP can6nico ndo tem relevancia no processo de resisténcia na cepa isolada.

Uma mutagdo nunca descrita para nematddeos infectando humanos foi encontrada em
5 amostras de vermes machos recuperados da cepa resistente no quarto ciclo de infec¢do (Grupo
3.2.2.1). O sequenciamento mostrou uma mutacdo na terceira base do cddon 200
(TTC/fenilalanina — TTA/leucina) F200L, todas na forma de heterozigose. Este SNP e o SNP
F167L foram bem documentados em espécies de nematddeos trichostrongilideos infectando
bovinos nos EUA, Canada e Brasil e em bisées no Canada, na maioria dos casos em baixa
frequéncia (Avramenko et al., 2020). Embora este SNP nunca tenha sido associado a resisténcia
ao ABZ em ancilostomideos, ele ja foi associado a resisténcia ao ABZ em fungos (ZOU et al.,
2006; MISISKA; MORTON., 2009). No entanto, como a frequéncia desta mutacdo foi baixa
(5,5% do total de vermes do Grupo 3.2.2.1), sugerimos que este SNP corresponde a um

mecanismo auxiliar de resisténcia.
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O fato de todas as 5 amostras, vermes resistentes a 0,3 mg ABZ, também apresentarem
mutacBes no codon 198 (em homozigose ou heterozigose) reforca a hipdtese da natureza
secundaria deste SNP recentemente descrito. Embora esse tipo de achado nédo seja comum, ja
foram relatadas mutacdes ndo silenciosas em outras bases no cédon 198 (GA A — TT A). Em
estudo realizado por Mohammedsalih et al.. (2020), analisando larvas L3 e vermes adultos de
H. contortus em busca por SNPs para o coédon 198 do gene da [B-tubulina isotipo 1,
demonstraram a presenca de mutacdes na primeira e segunda base nitrogenada deste codon em
82% das amostras, pos-tratamento com ABZ, ocorrendo a substitui¢cdo de um glutamato (GAA)
por uma leucina (TTA).

Orr et al.. (2019) em estudo que avaliou a eficacia do ABZ em ancilostomideos,
identificou polimorfismos duplos nos coédons 198 e 200 do gene da PB-tubulina de N.
americanus. Nossos resultados também apresentaram mutag6es duplas nestes codons, porém o
SNP no cddon 200 do trabalho de Orr codificava uma tirosina e em nossos resultados o codon
200 mutado codifica uma leucina, SNP ainda ndo descrito para ancilostomideos.

A substituicdo do aminoacido GAA Glutamato por uma Leucina TTA no codon 198 foi
descrita anteriormente por Redman et al.. (2015), em amostras do nematddeo T. circumcincta.
Martinez Valladares et al.. (2020) também relataram uma alteracdo nas duas primeiras bases
nitrogenadas no codon 198 &cido glutdmico (GAA) codificando uma leucina (CTA) em T.
circumcincta, sendo que, aproximadamente 90% das amostras pds-tratamento codificavam uma
leucina no codon 198, o que levou a conclusdo de que a presenca deste SNP pode conferir
resisténcia ao BZ.

Em fungos que também sdo comumente tratados com BZs, diferentes mutagdes tém
sido relatadas com mais frequéncia e estdo implicadas no fen6tipo de resisténcia do organismo.
No estudo de Duan et al., (2019), muta¢des nos codons 163, 167, 198 e 200 do gene da f3-
tubulina foram relacionadas a resisténcia, e a presenca de mutacdes duplas e triplas diminuiram
significativamente a sensibilidade aos BZs. De acordo com nossos resultados, as mutagdes
duplas para os cédons 198 e 200 também apareceram nos vermes com maior nivel de
resisténcia.

No estudo anterior de Furtado et al., (2019a), nas analises moleculares realizadas com
a cepa resistente ndo foi encontrado nenhum SNP candnico no gene da B-tubulina isotipo 1
de A. ceylanicum. Uma minibiblioteca de cDNA do gene da p-tubulina isotipo 1 foi construida
e foram detectadas algumas mutacdes aleatorias que ndo foram reproduziveis em mais de uma

amostra. No estudo atual conseguimos selecionar uma cepa de A. ceylanicum resistente ao ABZ
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e correlacionar a presenca do SNP no codon 198 do gene da B-tubulina isotipo 1 e a resisténcia
do parasito ao farmaco.

Ap0s a caracterizagdo molecular da cepa resistente ao ABZ, além da sobrevivéncia ao
farmaco, buscamos avaliar as caracteristicas dos helmintos em comparacdo parasitoldgica,
morfométrica e patogénica da infeccdo em hamsters, com as cepas selvagem e resistente ao
ABZ. Os estudos de comparacdo de infeccbes com helmintos sdo pouco explorados em
experimentos controlados, e a maioria dos trabalhos abordando esse tema, foram publicados ha
mais de duas décadas (KELLY etal., 1978; LEIGNEL; CABARET, 2001; PRICHARD, 2001).
Aqui procuramos correlacionar algumas caracteristicas relacionadas a morfologia,
adaptabilidade, infectividade, patogenicidade, taxa de fertilidade das fémeas e eclodibilidade
de larvas.

No estudo comparando as infeccBes entre as cepas selvagem e resistente ao ABZ, para
0s parametros parasitolégicos, houve diferenca no periodo pré-patente entre o isolado tipo
selvagem (14° DPI) e o isolado resistente, a partir de agora denominado AceyBZR2 (16° DPI).
No entanto, com base em nossa experiéncia com a infeccdo por A ceylanicum em um modelo
experimental, essa variacdo do periodo pre-paténcia ja € esperada, podendo ocorrer de 13 a 21
DPI (DIAS et al., 2013; PACANARO et al., 2014; SERAFIM et al., 2014; DA SILVA et al.,
2019; FURTADO et al., 2019a).

Desde o 20° DPI até o dia da eutanasia, a cepa do tipo selvagem apresentou maior
producdo de ovos, no entanto, a taxa de fertilidade das fémeas, determinada pelo nimero de
ovos divididos pelo nimero de fémeas, ndo mostrou diferenca significativa entre as duas cepas.
Maingi et al.. (1990) observaram que a cepa H. contortus suscetivel ao tiabendazol apresentou
maior producdo de ovos quando comparada a algumas cepas resistentes a este farmaco. Em
relacdo a taxa de fertilidade das fémeas, nossos dados diferem do estudo de Prichard (2001), no
qual ele relata que as fémeas de cepas resistente de H. contortus podem apresentar disfuncédo
na postura de ovos, e com base nos nossos resultados, ndo ocorreu diferenca significativa entre
0s dois grupos.

A infeccdo foi melhor sucedida nos animais infectados com a cepa tipo selvagem. Essa
conclusdo pdde ser constatada pelo maior nimero de vermes machos e fémeas recuperados no
dia da eutanasia e, consequentemente, do maior nimero total de vermes recuperados do grupo
infectado pela cepa do tipo selvagem quando comparado ao isolado resistente AceyBZR2.
Esses resultados contradizem os dados de Leignel e Cabaret (2001) para T. circumcincta, onde
na comparacao de infecgdes, ndo ocorreu diferenca significativa na sobrevivéncia de vermes

adultos resistentes e selvagens.
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Segundo Morand (1996), o tamanho do corpo de um nematddeo é um indicador indireto
da fertilidade, pois sdo duas varidveis que estdo positivamente correlacionadas. No entanto, é
importante ressaltar que outros fatores podem influenciar a fertilidade dos vermes, como o
efeito de aglomeracao (crowding) e fatores ambientais, como as estacfes do ano (AUSTIN et
al., 2017). Nossos resultados revelaram que os vermes machos e fémeas do grupo resistente
AceyBZR?2 eram maiores do que os isolados do tipo selvagem, mas ndo ocorreu diferenca na
taxa de fertilidade das fémeas. Acreditamos que os vermes do tipo selvagem isolados foram
menores devido ao efeito de aglomeracdo ou crowding, consequéncia da competicdo por espaco
e alimentacdo, como ja relatado em outros estudos (ROBERTS, 2000; SERAFIM et al., 2014).
A infeccdo pelo isolado AceyBZR2 pareceu ser menos adaptada ao hospedeiro, o nimero de
vermes recuperados foi muito menor em comparacdo ao isolado do tipo selvagem, e
consequentemente, 0 nimero de ovos liberados durante o periodo de infeccdo também foi
menor.

Elard et al., (1998) ndo observaram diferencas na producdo de ovos, taxa de
eclodibilidade, estabelecimento da infeccdo, ou sobrevivéncia de vermes adultos entre
infeccBes com cepas suscetivel e resistente de BZs no nematodeo T. circumcincta. Esses dados
diferem do presente estudo onde a cepa selvagem apresentou uma maior produgéo de ovos e
recuperacdo de vermes, e a taxa de eclodibilidade de larvas da cepa selvagem foi menor em
relacdo a cepa resistente ao ABZ.

Quanto a patogenia dos parasitos e o peso corporal dos hospedeiros, 0S grupos
infectados ndo diferiram entre si, mas diferiram do grupo controle. Apesar de uma maior
recuperacao de vermes no grupo da cepa selvagem, essa diferenca nédo foi suficiente para causar
uma perda significativa de peso em rela¢do ao grupo isolado AceyBZR2. Serafim et al. (2014)
observaram diferencas de peso entre os grupos de hamsters infectados com diferentes
quantidades de larvas de A. ceylanicum, os in6culos variaram entre 25, 75, 125 e 250 L3, sendo
que os grupos infectados com 125 e 250 L3 foram os que perderam maior peso em relagdo ao
grupo controle e os demais grupos. Em nossos resultados os grupos experimentais foram
infectados com 0 mesmo namero de larvas (75L3), ndo ocorrendo diferenca significativa na
perda de peso entre os grupos infectados, somente em relagdo ao grupo controle ndo infectado.

Na avaliacdo do eritrograma, ocorreu uma diferenca significativa entre o grupo
infectado com a cepa Selvagem e o grupo Controle, para 0os parametros: contagem do nimero
de hemécias, porcentagem do hematdcrito e CHCM, sendo que o grupo Selvagem apresentou
um indice inferior nesses parametros avaliados. Para o grupo infectado com a cepa AceyBZR2,

ndo ocorreu diferenca significativa nestes parametros, isto pode ter ocorrido devido a uma
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menor recuperacdo de vermes ap0s eutanasia neste grupo, o resultado sugere que a infec¢do
causou menos espoliacdo ao hospedeiro, para o grupo infectado com a cepa AceyBZR2.

Os grupos infectados apresentaram menor concentracdo de hemoglobina quando
comparados com o grupo Controle ndo infectado, isto se justifica principalmente devido ao fato
do A. ceylanicum ser um nematédeo hematdfago. Embora exista uma tendéncia de queda no
grupo do tipo Selvagem, a hemoglobina entre os grupos infectados ndo difere. Os niveis de
hematocrito e contagem de hemaécias foram significativamente menores no grupo infectado com
a cepa Selvagem em relacéo ao grupo Controle, indicando anemia, devido a perda cronica de
sangue no intestino (HOTEZ et al., 2004), apesar desses valores se apresentarem menores para
a cepa AceyBZR2, ndo houve diferenca estatistica entre 0os demais grupos.

Em um estudo realizado por Hernandez-Cruz et al., (2022) foram comparados
resultados de exames hematoldgicos de cinco animais (macacos-pregos barbudos do Brasil,
espécie Sapajus libidinosus) infectados com Ancylostoma spp, com outros animais
coespecificos com exames parasitologicos negativos. As concentragdes de hemoglobina e
CHCM foram menores para o grupo infectado, e estdo de acordo com nossos resultados, esses
achados sdo consistentes com 0s processos patogénicos associados a infeccdo por Ancylostoma
spp, pois esses parasitos promovem perda sanguinea e consequente anemia por fixacdo na
parede intestinal do hospedeiro (HOTEZ et al., 2004). Porém, os resultados dos nimeros de
eritrécitos divergem dos encontrados no presente trabalho, onde o grupo controle de hamsters
ndo infectado apresentou valores significativamente mais elevados de eritrécitos em
comparagdo ao grupo infectado com a cepa Selvagem, e o trabalho cujo hospedeiro era o
macaco-prego, no grupo positivo para Ancylostoma spp a contagem de eritrcitos foi
ligeiramente maior em comparacgéo ao grupo néo infectado, sendo considerado néo significativo
clinicamente.

Para os parametros VCM e HGM nao ocorreu diferenca significativa entre os grupos.
N&o houve diferenca significativa na contagem de plaquetas entre os grupos infectados e o
grupo Controle, porém devido a presenca da anemia e diminui¢do do numero de eritrécitos nos
grupos infectados, ocorre uma hiperestimulacdo da medula dssea pela produgédo de células
sanguineas, principalmente hemacias, o que pode justificar um aumento moderado no nimero
de plaquetas. O RDW foi maior para o grupo infectado com a cepa Selvagem em relagédo ao
grupo Controle porque a infeccdo provoca a deficiéncia de ferro e a formacgdo de hemécias
menores, ou defeitos na forma dessas células, o que aumenta o indice de variagcdo nesses
tamanhos (MATOS et al., 2008). Apds a eutanasia dos grupos, um namero bem maior de

vermes foi recuperado em hamsters infectados com a cepa Selvagem, em relagdo ao grupo



73

infectado com a cepa AceyBZR2, o que pode justificar a diferenca significativa em alguns
parametros (n° eritrécitos, hematécrito, CHGM, RDW) somente entre a infeccdo do grupo
Selvagem e o grupo Controle.

Apesar de ndo ser o melhor marcador para determinar a anemia ferropriva
(CAPPELLINI et al., 2020), a dosagem de ferro sérico foi o Unico pardmetro que mostrou
diferenca entre as duas cepas infectadas, com o menor valor para o grupo tipo Selvagem,
provavelmente devido a maior espoliacéo de ferro, uma vez que na ancilostomose ocorre muita
perda sanguinea (HOTEZ et al., 2004), e o grupo infectado com a cepa Selvagem apresentou
um numero maior de recuperacao de vermes apds eutanasia.

Embora a infeccdo induza a perda de albumina e outras proteinas devido aos processos
inflamatdrios e hemorragicos intestinais (PACANARO et al., 2014), ndo observamos
diferencas entre os grupos infectados com as cepas Selvagem e a cepa AceyBZR2,
provavelmente devido ao estagio inicial de infec¢do, houve diferenga apenas entre 0s grupos
infectados em relagéo ao grupo Controle.

Apds andlise da comparacao entre as infeccdes com as cepas suscetiveis e resistentes ao
ABZ foi verificado se o isolado AceyBZR2 poderia ser resistente a outras drogas do mesmo
grupo (com mecanismos de acdo semelhantes) e de outros grupos (com diferentes mecanismos
de acdo). Considerando relatos publicados de resisténcia em ancilostomideos (KITCHEN et al.,
2019; JIMENEZ CASTRO et al., 2019) e os principais farmacos utilizados comercialmente,
selecionamos para avaliacdo ivermectina (do grupo de lactona macrociclica), nitazoxanida (do
grupo nitrotiazol) e MBZ (do grupo BZ).

Os resultados revelaram que as doses de ivermectina e nitazoxanida determinadas como
esterilizadores para a cepa do tipo Selvagem também foram capazes de eliminar a infeccéo
causada pelo isolado AceyBZR2, ou seja, 0 isolado resistente ao ABZ ndo tem resisténcia
cruzada a esses farmacos, uma vez que nenhum verme foi recuperado do intestino delgado dos
hamsters apds a eutanasia. Jimenez Castro et al.. (2019) relataram evidéncias convincentes
usando analises in vitro, in vivo e genéticas de que os casos de tratamento refratario em cées
infectados com A. caninum ocorreram devido a resisténcia mdltipla aos BZs, lactonas
macrociclicas e pirantel. Considerando a proximidade filogenética e os diversos relatos de falha
no tratamento (ALBONICO et al., 2003; FLOHR et al., 2007; ORR et al., 2019), o
estabelecimento de resisténcia em populagdes de parasitos de importancia humana pode ser um
problema iminente.

Quando animais infectados com cepa AceyBZR2 foram tratados com MBZ, foi

observado o efeito de resisténcia lateral. Esse resultado era esperado uma vez que o MBZ tem
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0 mesmo mecanismo de acdo que o ABZ, ambos fazem parte do grupo dos BZs (LACEY,
1988). Provavelmente se o isolado AceyBZR2 fosse tratado com outros farmacos da classe BZ,
continuariamos a observar o efeito de resisténcia lateral. Extrapolando o que acontece no
campo, isso pode representar um problema, uma vez que a rotatividade do uso de anti-
helminticos com o mesmo mecanismo de acdo pode continuar exercendo forte pressdo de
selecdo sobre 0s parasitos.

Nas analises moleculares dos resultados deste estudo, alteraces no gene da p-tubulina
isétipo 1 foram caracterizadas como responsaveis pelas manifestacdes do fenotipo de
resisténcia no isolado AceyBZR2. Embora ivermectina atue na jun¢do neuromuscular dos
nematddeos, especificamente nos canais de cloreto dependentes de glutamato
(WOLSTENHOLME; ROGERS, 2005) ha relato de que o uso periddico deste farmaco em H.
contortus aumentou a frequéncia de mutacdes nos cdédons 167, 198 e 200 do gene do is6tipo- 1
da B-tubulina (MOTTIER; PRICHARD, 2008). Jimenez Castro et al.. (2019) também
mencionaram a possivel participacdo da mutacdo do cddon 167 de uma cepa de A caninum
resistente a ivermectina, praziquantel e benzimidazois. No entanto, os dados aqui obtidos ndo
suportam esses resultados, uma vez que nao recuperamos ovos ou vermes dos grupos tratados
com ivermectina.

Embora ndo haja dados sobre resisténcia a nitazoxanida, cujo mecanismo de a¢do ndo é
exatamente compreendido, acredita-se que sua agdo contra protozoarios seja devida a sua
interferéncia na enzima piruvato-ferredoxina oxidorredutase (PFOR), a qual é essencial para o
seu metabolismo energético anaerdbico. Entretanto, em relacdo aos nematddeos, nada se sabe
sobre 0 modo de acdo da nitazoxanida, mas o envolvimento de enzimas relacionadas ao
transporte de elétrons é especulado (SOMVANSHI et al., 2014; SHAKYA et al., 2018). A
nitazoxanida € um farmaco sintético da classe tiazolida, de amplo espectro, utilizado como
antiprotozoario, antiviral, bactericida e anti-helmintico, por isso incluimos este farmaco na
avaliacdo, ele tem sido amplamente utilizado nos Gltimos anos, mas também ndo vimos
resisténcia cruzada. Embora ndo tenhamos observado a resisténcia cruzada com as doses
esterilizadoras testadas de ivermectina e nitazoxanida, ndo podemos descartar a hipotese de que
os vermes poderiam ter sido recuperados apos a subdosagem dos farmacos. Sugerimos que
novos experimentos sejam realizados com uma maior diversidade de farmacos, incluindo
praziquantel, e uma maior diversidade de doses testadas, para uma melhor compreensdo da
situacao.

Nossos dados demonstram que o isolado AceyBZR2 é menos adaptado a infeccao,

portanto menos patogénico quando comparado a cepa do tipo selvagem e com menor producao
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de ovos, como consequéncia do menor nimero de vermes sobreviventes. A caracterizagdo aqui
realizada permitiu avangarmos um pouco na relagdo parasito-hospedeiro e na biologia da cepa
Resistente. Garside e Behnke (1989) utilizaram infeccdo em hamsters com A. ceylanicum para
estudar a relacdo parasita-hospedeiro, uma vez que os modelos caninos sdo mais trabalhosos
para reproduzir uma infeccdo experimental em laboratorio. Nesse trabalho foi observado os
estadios de desenvolvimento das larvas infectantes até a forma de vermes adultos e o tempo de
sobrevivéncia dos nematodeos durante o periodo da infeccdo, que durou aproximadamente 200
dias. Porém os resultados encontrados ndo se comparam aos Noss0s, Uma vez que em Nnosso
experimento ndo houve diferenca na data de infecgdes para comparacao das cepas, e o periodo
da infecgdo foi menor em relagdo ao estudo de Garside.

Os altos indices da presenca de infeccdo em cdes pelo A. caninum tém se tornado
preocupantes, uma vez que estes compartilham o ambiente urbano domeéstico com o homem
(FURTADO et al., 2014). Estudo realizado por Ngcamphalala et al., (2019) na Africa do Sul,
confirmou a infecgéo patente por A. caninum em humanos, evidenciada pela presenga de ovos
nas fezes, e confirmada através de biologia molecular das larvas oriundas das coproculturas.
Até entdo, apenas a espécie zoondtica A. ceylanicum era considerada capaz de realizar infeccéo
patente em humanos (STRACKE et al., 2020). Este fato é preocupante devido as evidéncias
moleculares da presenca de polimorfismos nos cédons 167 e 198 do gene da B-tubulina
relacionados a resisténcia em A. canimum e A. Ceylanicum, respectivamente. Estudos sobre a
baixa eficacia dos BZs sugere que a monoterapia com uso do ABZ sera insufuciente para atingir
e manter a meta da OMS de eliminac&o de infeccdes dos STH até 2030, e estratégias de terapias
alternativas serdo necessarias para amenizar esse problema de saude publica (OMS, 2020;
WALKER et al., 2021).

Para finalizar, ressaltamos a importancia de mais estudos relativos as infecces pelos
nematodeos transmitidos pelo solo, e o aprimoramento do diagnostico molecular para
diferenciacdo das espécies e reconhecimento precoce dos casos de resisténcia anti-helmintica.
De acordo com discussdes na 82 reunido do Consorcio para Resisténcia e Suscetibilidade Anti-
helmintica (CARS) de 2019 em Wisconsin, EUA, grupo este que se retne a cada dois anos com
objetivo de promover pesquisas visando o desenvolvimento de marcadores moleculares para o
diagnostico da resisténcia anti-helmintica, e auxiliar no desenvolvimento de novos
medicamentos, varios problemas foram identificados, como a falta de financiamento para
pesquisa basica em helmintos e descoberta de novos farmacos, tendo em vista a baixa
visibilidade das doengas helminticas dentre as doencas negligenciadas (KOTZE et al., 2014;

NIXON et al., 2020). O controle de helmintos ¢ um desafio fundamental para a medicina
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humana e veterinaria, e na auséncia de vacinas eficazes e saneamento adequado, a profilaxia e
tratamento dependem dos anti-helminticos, e para melhor solucdo destes problemas é
primordial a consciéncia politica e interesse cientifico para a descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos. De acordo com o CARS, apenas trés classes de medicamentos chegaram ao

mercado animal desde o ano 2000, e nenhuma para humanos (NIXON et al., 2020).
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7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

No presente trabalho, o desenho experimental de um estudo prévio realizado por Furtado
et al. (2019a) foi alterado, e foi possivel selecionar com sucesso uma cepa de A. ceylanicum
com elevado nivel de resisténcia ao ABZ. Por sequenciamento, foi possivel determinar que o
SNP no cddon 198, comumente associado a resisténcia, corresponde ao principal mecanismo
de resisténcia da cepa isolada AceyBZR2. Além disso, uma nova altera¢do no codon 200, nunca
descrita em nematodeos que infectam humanos, foi relatada aqui como um provavel mecanismo
secundario de resisténcia. Mais estudos serdo necessarios para melhor compreensao deste SNP
recém descrito em ancilostomideo no processo de resisténcia aos BZs.

Os dados mostraram que a cepa de A. ceylanicum AceyBZR2 é menos adaptada ao
hospedeiro, menos patogénica quando comparada a cepa Selvagem e com menor producéo de
ovos. A avaliagdo de resisténcia multipla revelou que a cepa resistente ao ABZ s6 apresentou
resisténcia, dentre os farmacos testados, ao mebendazol, composto da mesma classe que o
albendazol. Extrapolando os resultados aqui encontrados e sugerindo novos capitulos no estudo
do tratamento da ancilostomose, o perfil do gendtipo da cepa resistente serd melhor avaliado
apos trés anos de isolamento. E de se supor que as alteragdes decorrentes da pressio seletiva ao
albendazol, ndo estejam limitadas as alteragdes no gene da B-tubulina. Dessa forma, outros
marcadores moleculares, mitocondriais e nucleares serdo analisados. Outros trabalhos seréo
também realizados para a avaliacdo da reversibilidade desse novo genotipo, em funcdo do
tempo decorrido ou apos infecgbes mistas das duas cepas. ldealmente essas comparacdes
deveriam ser feitas com cepas de A. ceylanicum isoladas de ambiente natural, sem passar por
novo tratamento.

Os dados aqui apresentados além de trazerem contribuicdes ao estudo dos mecanismos
de resisténcia envolvidos para ancilostomideos, também podem servir de base para o

estabelecimento de futuras estratégias de controle para helmintos transmitidos pelo solo.
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1. Introduction

Hookworms affect about 470 million people worldwide, especially in
developing countries (Tomoda ¢t al., 2020). Human hookworm infec-

tion are mainly due to the species Ancyi duodenale and N

phenylalanine — TAC/tyrosine) have been linked to benzimidazole
resistance in helminths (Kwa et al | 1994; Prichard, 2001; Ghis et al.,
2007). This association is already very well characterized in trichos-
trongylid nematodes of veterinary importance, such as Hoemonchus
¢ (Baltrusis et al, 2018; Atnasio-Nhacumbe et al,, 2019 Our

americanus; however, Ancylastoma ceylanicum can cause patent human
infections, for which dogs and cats are reservoirs (Papaiskovou et al
2017; O'Connell et al, 2018; Auls et al, 2020). Infections caused by
these helminths can result in iti diarrhea,
tiredness and abdominal pain (Loukas ot o
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2016}

group has extensively studied this topic in the last detade. detecting
I of these i in STH of human and animal importance
, 2014; Furtado and Rabelo, 20153
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Mk cauxing changes in the biology of the parasite, although the exact mechanisms of this relationship are stll mot

Druif sesisCance

very clear. These alterations man have deleterious effects on thelr survival or even potentiate their pathogenicity.
Dililriphe pesilise o

In this study a phenotypic characterizaton was camied out to compare two Ancylosmoma ceplanicum isolaces, a
wild type one, kept in the laboratory and an albendanole selecied resistant isolate (AceyBER2). Differences in
some analyzed parameters, betwesn the nwo strains, were registered, & patency period, number and size of the
recovered worms, inclsding differences in the body stnsctures. The AceyBER2 isolate showed io be less adapted
to the host, keading 1o a smaller number of recovered worms. Howesver, no difference on the female £z content
was observed between the two isolates. Concerning blood evabsation, no differences wepe found between the
wild type and AceyHIR2 lsolaies, relaied to bemoglohin and hemaioerit levels. However, andmals in the group
indected with the wild type isalate had bower serum inon concentrations than animals in the AceyBZRZ group.
The possibdlity that the AceyBZR2 isolate might be resistant to other drugs was evaluated and & was demon-
straied that it does not present cross-resistance to ivermectin and ndtazoxanide. Howeser, when animals infected
with the AceyBZR2 were treated with another drug from the benzdimidazoles group (mebendamde), the oness-
resistance effect was observed. Morphometric analyses were performed comparing female and male adult
worms from the two isolates. The results presenped here allow a better understanding of the parasioe-host
relationship and may constinste a wmeful basis for stablishing fishore control strategies for soll-transmitted
helminths.

1. Introduction programs; water, sanitation, and hygiene (WASH) programs; and Mass
Drue Adminigrstion (MDA mainlv with benzimidazole compbounds
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Abstract

Ascarts lumbricoides and Ascaris suwm are described as helminths that infect humans and pigs, respectively. It is estimated
that infection by A. lumbricoides affects about 447 million individuals living in tropical regions of developing countries.
However, there is an increasing number of cases of human ascariasis in countries with no recent history of autochthonous
infection by A. lumbricoides. In these places, pigs have been incriminated as the main source of human infection. Conven-
tional parasitological diagnosis does not allow species-specific identification, and the real epidemiological scenario of human
and swine ascariasis is still uncertain. Therefore, this work presents the application of a species-specific molecular diagnosis,
based on the allele-specific PCR. methodology (AS-PCR). using the Internal Transcript Space 1 (ITS-1) of the ribosomal
DNA. as a target for differentiating between the two species, using DNA obtained from eggs. To validate the methodology,
stool samples positive for Ascaris spp, were obtained from 68 humans from seven Brazilian states and from six pigs from
the state of Minas Gerais. All samples obtained from humans were genotyped as A. lumbricoides and all samples obtained
from swine were genotyped as A. smm. These results are in agreement with the literature, which demonstrates that in most
endemic regions, transmission cycles are separate. Therefore, the execution of this work allowed the availability of a useful
methodology for the differential diagnosis of the species, which may contribute to the characterization of the real epidemio-
logical profile of human and swine ascariasis, and to the implementation of future control strategies.

Keywords Ascaris suum - Ascaris lumbricoides - Species-specific PCR - ITS-1



96

ANEXO A - CERTIFICADO CEUA/UFMG

SR AT

L e
ffi ﬂ iz UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
-:- v i -:'-'!
"‘f-’;f-mca'ﬂ{:‘ CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
CERTIFICADO
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ANEXO B — COMPROVANTE DE SUBMISSAO DA PATENTE

NOTIFICAGAO DE INVENGAO Data do envio: 06 /04 /2022

Secao 1: Invencao

Titulo sugerido para a invencao
Kit e método para diagnostico molecular de mutagées relacionadas a resisténcia aos benzimidazéis em Ancylostoma ceylanicum
1.1 - Area do conhecimento da Tecnologia:

Area predominante

Engenharias

() Engenharia Civil
( ) Engenharia de Minas

( ) Engenharia Quimica
( ) Engenharia Sanitaria

(X) Biotecnologia | () Engenharia () Quimica | () Farmécia [ ( )Outra
Areas do conhecimento abrangidas:
Ciéncias Biolégicas ( ) Biologia Geral ( ) Morfologia ( ) Imunologia
(X) Genética () Fisiologia ( ) Microblologia
() Botanica () Bioquimica (X) Parasitologia
( ) Zoologia ( ) Biofisica
( ) Ecologia ( ) Farmacologia

() Engenharia Naval e Oceanica
( ) Engenharia Aeroespacial

( ) Recursos Florestais e
Engenharia Florestal

( ) Medicina Veterinaria
( ) Recursos Pesqueiros

( ) Engenharia de ( ) Engenharia de Produgdo ( ) Engenharia Biomedica
Materlals e Metalargica ( ) Engenharia Nuclear
() Engenharia Elétrica ( ) Engenharia de
() Engenharia Mecanica Transportes

Ciéncias da Satude () Medicina ( ) Enfermagem ( ) Fonoaudiologia
() Odontologia ( ) Nutrigao () Fisioterapia e Terapia Ocupacional
(X) Farmacia () Saude Coletiva () Educagdo Fisica

Ciéncias Agrarias ( ) Agronomia () Zootecnia () Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos

() Administragao Rural

( ) Desenho de Projetos

R () Engenharia Agricola e Engenharia de Pesca o o
Ciéncias Sociais () Direito () Planejamento Urbano () Servigo Sccial
Aplicadas ( ) Administragdo € Regional ( ) Economia Domestica
( ) Economia ( ) Demografia ( ) Desenho Industrial
() Arquitetura e Urbanisme () Ciéncla da Informagdo () Turlsmo
() Comunicagao () Museologia
Outros () Administracdo Hospitalar () Desenho de Moda ( ) Engenharla Mecatrénica

() Engenharia Téxtil

() Carreira Militar ( ) Diplomacia () Estudos Sociais
( ) Carreira Religiosa ( ) Engenharia de ( ) Historia Natural
( ) Ciénclas Agrimensura ( ) Quimica Industrial




NOTIFICACAO DE INVENCAO Data do envio: 30 /09 /2022

Secao 1: Invencao

Titulo sugerido para a invengao
Processo de selecéo de um isolado de ancilostomideo resistente aos benzimidazois

1.1 - Area do conhecimento da Tecnologia:

Area predominante
(X) Biotecnologia (_) Engenharia () Quimica | ( ) Farmacia | ( )Outra
Areas do conhecimento abrangidas:
Ciéncias Bioldgicas ( ) Biologia Geral ( ) Morfologia ( ) Imunologia
(X) Genética ( ) Fisiologla ( ) Microblologia
() Botanica ( ) Bioguimica (X) Parasitologia
( ) Zoologia ( ) Biofisica
————— () Ecologia () Farmacologia = E——
Engenharias ( ) Engenharia Civil ( ) Engenharia Quimica ( ) Engenharia Naval e Oceanica
( ) Engenharia de Minas ( ) Engenharia Sanitaria ( ) Engenharia Aeroespacial
( ) Engenharia de () Engenharia de Produgdo () Engenharia Biomedica

Materlals e Metalargica ( ) Engenharia Nuclear
( ) Engenharia Elétrica ( ) Engenharia de
( ) Engenharia Mecanica Transportes

Ciéncias da Saude ( ) Medicina ( ) Enfermagem ( ) Fonoaudlologia
( ) Odontologia () Nutrigao ( ) Fisioterapia e Terapia Ocupacional
i (X) Farmacia () Saude Coletiva () Educagdo Fisica
Ciéncias Agrarias () Agronomia ( ) Zootecnia () Ciéncia e Tecnologia de
( ) Recursos Florestais e ( ) Medicina Veterinaria Alimentos
Engenharia Florestal ( ) Recursos Pesqueiros
() Engenharia Agricola e Engenharla de Pesca
Ciéncias Sociais () Direito () Planejamente Urbano () Servigo Social
Aplicadas ( ) Administragao e Regional ( ) Economia Domestica
() Economia ( ) Demografia ( ) Desenho Industrial
() Arquitetura e Urbanismo () Ciéncia da Informagdo () Turlsmo
( ) Comunicagao ( ) Museologia
Outros { ) Administragdo Hosplitalar () Desenho de Moda ( ) Engenharia Mecatronica
( ) Administragao Rural () Desenho de Projetos () Engenharia Téxtil
() Carreira Militar ( ) Diplomacia () Estudos Sociais
( ) Carreira Religiosa ( ) Engenharia de ( ) Historia Natural
() Ciénclas Agrimensura () Quimica Industrial
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