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RESUMO

Ancylostoma caninum é considerado um importante parasito de canideos, além
de manifestar grande relevancia zoondtica como agente de enterite eosinofilica e
infeccdes cutaneas em humanos. A administragdo da droga em massa, sobretudo com
benzimidazois, corresponde ao principal método de controle dessa parasitose. Todavia,
essa estratégia é considerada vulneravel por selecionar cepas de parasitos resistentes a
droga. Mutacgdes nos cédons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 ja foram
associadas com resisténcia aos benzimidazéis em alguns nematddeos, de modo que a
mutacdo no cddon 200 foi detectada inclusive em ancilostomideos de humanos, mas néo
relatada ainda em A. caninum. O objetivo desse trabalho foi realizar uma varredura de
polimorfismos nos cddons 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum
coletados em duas diferentes regides do Brasil. Foram coletados 162 vermes de caes
provenientes de Centros de Controle de Zoonoses da cidade de Belo Horizonte, Minas
Gerais, e 149 de Teresina, Piaui. Para analise do codon 200, foi desenvolvida uma
ferramenta molecular baseada em ARMS-PCR, e para tanto, controles foram
construidos tanto para auséncia da mutacdo, por meio de PCR convencional, como para
a presenca da mutacdo, pela técnica de Megaprimer-PCR. Embora em baixa frequéncia
(0,8%), a mutacdo no cddon 200 foi observada apenas em vermes coletados em Minas
Gerais, enquanto que as amostras provenientes do Piaui ndo apresentaram mutacédo para
nenhum dos dois codons analisados. Um total de 75 amostras foram submetidas a
sequenciamento, para validacdo da técnica padronizada e para varredura do c6don 198.
O sequenciamento validou a técnica desenvolvida e ndo mostrou correlagdo entre as
mutagdes. Conclui-se que existe baixa frequéncia da mutacdo no codon 200 na
populacdo de A. caninum analisada. Esse é o primeiro relato que determina a presenca
dessa mutacdo em populacdes da espécie em questdo, reforcando a necessidade de
monitoramento de cepas de ancilostomideos resistentes aos benzimidazéis, haja vista a

emergéncia do problema em outras espécies.

Palavras-chave: Ancylostoma caninum; Resisténcia a droga; Benzimidazois; f-

tubulina.



ABSTRACT

Ancylostoma caninum is considered an important parasite of canids, and
presents great relevance as zoonotic agent of eosinophilic enteritis and skin infections in
humans. The mass drug administration, especially with benzimidazoles, corresponds to
the main method of control of the disease caused by members of the hookworm’s
family. However, this strategy is considered vulnerable as it can lead to selection of
drug resistant strains. Mutations in codons 167, 198 and 200 of isotype 1 B-tubulin gene
have been associated with benzimidazoles resistance in some nematodes. The mutation
at codon 200 has been detected in human’s hookworm, but so far has not being reported
in A. caninum. The aim of this study was to perform a scan of polymorphisms at codons
198 and 200 of isotype 1 B-tubulin gene in A. caninum collected from two different
regions of Brazil. Were collected 162 worms from dogs originated from Centers for
Zoonosis Control from the city of Belo Horizonte, Minas Gerais, and 149 of Teresina,
Piaui. For analyze the codon 200, a molecular tool based on ARMS-PCR has been
developed. For that controls for the absence of mutation, using conventional PCR, and
for the presence of mutation using Megaprimer-PCR technique, were developed.
Although at low frequency (0.8%), the mutation at codon 200 was observed only in
worms collected in Minas Gerais, while samples from Piaui showed no mutations. A
total of 75 samples were subjected to sequencing to validate the technique developed
and also to scan the region comprising the codon 198. The sequencing validated the
technique developed and showed no correlation between the mutations. We conclude
that there is a low frequency of mutation at codon 200 in the population of A. caninum
analyzed. This is the first report that determines the presence of the mutation at codon
200 in this specie population. These data reinforce the need for monitoring for
benzimidazole resistant hookworms strains, given the emergence of the problem in

other species.

Key words: Ancylostoma caninum; Drug resistance; Benzimidazoles; B-tubulin.
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1. INTRODUCAO
1. 1. Os ancilostomideos

1.1.1 ConsideracGes gerais

Os ancilostomideos infectam cerca de 740 milhdes de pessoas em todo 0 mundo
(WHO 2012), podendo causar a doenca tropical negligenciada denominada
ancilostomose, intimamente relacionada com precarias condi¢cdes de vida (Furtado &
Melo 2011). Além da deficiéncia em saneamento basico, a prevaléncia desses helmintos
também depende das condicdes climéticas e da composi¢do do solo da regido, uma vez
que para a ocorréncia do ciclo, se fazem necessérias condigdes ambientais adequadas
(Hotez 2008).

Inclusos no Reino Metazoa, Filo Nematoda, Classe Secernentea, Ordem
Strongylida e Familia Ancylostomatidae (Blaxter et al. 1998, Blaxter et al. 2000),
atualmente existem descritas mais de 100 espéecies de ancilostomideos, os quais
parasitam algumas ordens de vertebrados, como humanos, canideos e felideos (Hotez et
al. 2006). Dentre as principais espécies, podem ser citadas Necator americanus (Stiles
1902), Ancylostoma braziliense (Faria 1909), Ancylostoma caninum (Ercolani 1859),
Ancylostoma ceylanicum (Loos 1911) e Ancylostoma duodenale (Dubini 1943).

Os ancilostomideos podem acarretar em diversas patologias ao hospedeiro, de
maneira que o grau de patogenia é diretamente proporcional a quantidade de parasitos
albergados (Hotez et al. 2006). Dentre as principais consequéncias do parasitismo,
destacam-se anemia, hemorragias e lesdes intestinais, que em casos mais graves podem
levar o hospedeiro a 6bito (Hotez et al. 2004, Pearson et al. 2012).

Vérios levantamentos epidemioldgicos denotam altas prevaléncias de
ancilostomose humana e animal em diferentes partes no mundo, evidenciando a
necessidade de adogdo de medidas de controle (Ajanga et al. 2006, Eijk et al. 2009,
Ndibazza et al. 2010, Eguia-Aguilar et al. 2005). Dentre as possiveis adogdes dessas
medidas, podem ser citadas melhorias na qualidade de vida populacional, com educacao
em saude e saneamento basico adequado (Albonico 1999, Hotez 2008). Todavia,
considerando as reducdes globais de prevaléncia e intensidade de infecgdo, o principal
método de controle é a Administragdo de Drogas em Massa (ADM), usando

principalmente os benzimidazdis (Hotez et al. 2005, Paveley & Bickle 2013).
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1.1.2. A. caninum como modelo para estudo dos ancilostomideos

O estudo de ancilostomideos humanos muitas vezes é limitado pela dificuldade
de obtencdo de parasitos adultos, que exigiria necropsia ou administracdo de laxantes.
Associado a isso, também tem o fato da dificuldade de manutencéo de ancilostomideos
humanos em laborato6rio, com restritos hospedeiros permissivos (Ray et al. 1972).

Segundo Fujiwara et al. (2006), levando em consideragdo que 0s cdes sdo
hospedeiros naturais de A. caninum, esses mamiferos representam o modelo animal
mais adequado para as infec¢bes por parasitos humanos. Dessa forma, muitas pesquisas
tém utilizado esse nematddeo como modelo para estudos de biologia, patologia,
imunidade e vacinacao (Fujiwara et al. 2007, Schwenkenbecher & Kaplan 2009, Tong
et al. 2012, Dias et al. 2013). Além do mais, A. caninum apresenta grande relevancia em

estudos de importancia veterinaria.

1.1.3. Ciclo biolégico

No que diz respeito ao ciclo bioldgico, ancilostomideos adultos encontram-se
fixados na mucosa do intestino delgado do hospedeiro, alimentando-se de tecido e
sangue. Apos a copula, as fémeas depositam seus ovos, que sdo liberados juntos com as
fezes do hospedeiro. Entre 24 e 48h, sob condi¢BGes adequadas de umidade, temperatura
e oxigenacdo, a L1 eclode do ovo, se alimentando de microrganismos e detritos
organicos presentes nas fezes e no solo. Entre cinco e oito dias, a L1 sofre duas mudas e
se transforma em L3, estadio infectante do parasito (Soulsby 1965). Devido a presenca
de uma bainha que oblitera a cavidade bucal, resultante do estadio precedente, a L3 nédo
se alimenta, porém possui uma resisténcia muito maior que as demais formas, sendo
capaz de sobreviver no ambiente, dependendo da espécie, por até 49 dias, com grande
capacidade de movimentacgdo (Mark 1975).

A infeccdo pelas espécies do género Ancylostoma pode acontecer pela
penetracdo das L3 através da pele ou pela ingestdo das mesmas. No caso de N.
americanus, a infeccdo se da predominantemente pela penetracdo das L3 (Hotez et al.
2005). No tocante a infeccdo percutnea, a penetracdo das L3 ocorre via foliculos

pilosos, alcancando os capilares sanguineos e/ou linfaticos. Durante a penetracéo,
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perdem a bainha resultante da L2 e se alimentam de componentes do plasma do
hospedeiro (Hawdon & Shad 1990). Apds a penetragdo na pele, as larvas ganham o
sistema circulatério, sendo carreadas para o lado direito do coracdo e, em seguida, para
a vasculatura pulmonar. As L3 migram dos capilares para o parénquima pulmonar, onde
sdo carreadas pelos alvéolos, bronquiolos e brénquios até a laringe, podendo ser
deglutidas e ganhar o trato gastrointestinal. Chegando ao intestino delgado, sofrem duas
mudas e se tornam vermes adultos (Pearson et al. 2012).

Em algumas espécies de ancilostomideos, como A. caninum, o contato das L3
com a pele de hospedeiros ndo usuais, como humanos, pode acarretar em uma infecgéo
cutanea na qual o parasito ndo consegue dar continuidade ao ciclo. Outra peculiaridade,
é que apds penetracdo na pele pelas larvas de A. caninum, pode ocorrer também o
fendmeno de migracdo somatica, de modo que essas larvas se dispersam, se instalando
em tecidos musculares esqueléticos, onde permanecem em hipobiose ainda na forma de
L3 (Cury & Lima 2002). Isso corresponde a capacidade do helminto de adotar um
estado de laténcia, como uma estratégia para fugir de condicGes adversas (Schad 1979).

No tocante a infec¢do oral, devido a acdo do suco gastrico, as L3 ingeridas
perdem a cuticula externa ao passar pelo estbmago do hospedeiro. Por volta de trés dias
de infeccdo, as L3 migram para o intestino delgado e penetram nas células de
Lieberkiihn, onde ocorre a muda para L4 (Haas et al. 2005). Depois de um a dois dias,
as L4 voltam a luz do intestino, transformam-se em adultos jovens, fixando-se a mucosa
intestinal por meio das suas capsulas bucais para realizar hematofagia e cépula. A

Figura 1 mostra uma representacdo esquematica do ciclo biolégico de A. caninum.
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Adultos no intestino delgado

Ovos nas fezes

Figura 1 - Representacdo esquematica do ciclo bioldgico de A. caninum (adaptado de
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/hookworm.htm).

1.2. Aspectos sobre os benzimidazois e a resisténcia ao tratamento

1.2.1 Os benzimidazobis

A partir do sucesso da producéo de tiabendazol na década de 60 por Brown et al.
(1961), ocorreu um estimulo para producdo de outras formulagbes quimicas
semelhantes, caracterizando um grupo de drogas denominado benzimidazol. Devido ao
seu baixo custo, amplo espectro, acdo contra helmintos, fungos e protozoérios e
facilidade de administragdo, os benzimidazois sdo farmacos muito utilizados na ADM
(Melo 2005, Dembele et al. 2010, Swanson et al. 2012). Febendazol, mebendazol,
oxfendazol e oxibendazol sdo alguns representantes desse grupo, sendo o albendazol um
dos farmacos mais conhecidos, pelo seu uso muito difundido na medicina humana e na
veterinaria (Prichard et al. 2012, Swanson et al. 2012, Barrére et al. 2012). Esses

farmacos apresentam uma estrutura quimica em comum, com variacdo apenas em Seus
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radicais, que estdo diretamente relacionados com a toxicidade da droga. O Quadro 1

mostra a estrutura comum e a variagao nos radicais de alguns componentes do grupo.

Quadro 1 — Estrutura comum e a variagdo nos radicais de alguns componentes do
grupo dos benzimidazois (adaptado de Brunton et al. 2012).

Estrutura quimica em comum
R2 N
>— R1
N
R2
N S H— Tiabendazol

—NHCO,CHj,4 @— ﬁ_ Mebendazol

—NHCO,CH; CH,CHsCH,S— Albendazol

Derivado

Os benzimidazdis agem inibindo a formacdo dos microtubulos, que séo
estruturas ocas e formadas por heterodimeros de a-B-tubulina (Friedman 1979). Duas
grandes familias de genes codificam as subunidades a e B e cada familia € formada por
diferentes genes que codificam isotipos de proteinas, as quais apresentam dominios
muito conservados, sofrendo principalmente modificagdes pds-transducionais (Luduefia
1998). Além do mais, esses isotipos podem ser expressos preferencialmente em
determinadas células e tecidos. Acredita-se que as possiveis combinacdes entre 0s
isotipos a e  possam explicar as diversas fungdes biologicas dos microtubulos, como
mitose, motilidade celular, transporte intracelular e secrecdo (Huzil et al. 2006, Fuchs et
al. 2013).

Os microtUbulos séo estruturas que se encontram em constante polimerizacéo,
com a adi¢do de um heterodimero de a-B-tubulina num extremo da cadeia e a perda de
outro heterodimero no lado oposto (Alberts et al. 2002). A ligacdo dos benzimidazois
com a [-tubulina ocorre a0 mesmo tempo em que o microtubulo esta perdendo o

heterodimero no outro extremo, ocasionando o encurtamento e o desaparecimento do
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microtubulo (Lacey 1988). Como essa estrutura desempenha um papel fundamental na
manutencdo da homeostase celular, isso acaba inibindo uma série de mecanismos,
levando & morte todas as formas parasitarias do helminto (Silva et al. 1997, Nogales
2000).

O sitio exato de ligagdo da droga na proteina B-tubulina ndo € conhecido, mas
regides do grupo N-terminal dos isotipos 2 e, especialmente do 1, s&o descritos como
locais de alta afinidade de ligacdo da droga. Secundariamente, os benzimidazois
apresentam outros mecanismos de acdo, como inibicdo da enzima fumarato redutase
mitocondrial, reducdo do transporte de glicose e desacoplamento da fosforilagdo
oxidativa (Lacey 1988, Lacey 1990, Oxberry et al. 2001).

Alguns trabalhos demonstram alta eficacia de benzimidazo6is contra
ancilostomideos (Jongsuksuntigul et al. 1993, Reynoldson et al. 1998, Keiser &
Utzinger 2008, Tian et al. 2011, Vercruysse et al. 2011). No entanto, ha relatos de falha
no uso dessas drogas no tratamento da ancilostomose (Flohr et al. 2007, Humphries et
al. 2011, Soukhathammavong et al. 2012), evidenciando a possibilidade da selecdo de

parasitos resistentes.

1.2.2. O problema da resisténcia a anti-helminticos e os fatores predisponentes

A resisténcia anti-helmintica tem sido descrita como a situacdo em que a
dosagem normal de um medicamento ndo promove uma reducdo consistente de vermes
e de ovos excretados (Silvestre et al. 2002). Assim, o primeiro indicio de resisténcia se
da pelo aumento de parasitos capazes de sobreviver a uma dose da droga que seria letal
para a maioria da populacdo sensivel da mesma espécie (Melo 2005).

Hoje ja existem evidéncias de resisténcia aos trés grupos de anti-helminticos
existentes: benzimidazois/pro-benzimidazéis, imidazotiazois/tetra-hidropirimidinas e
lactonas macrociclicas (Melo 2005, Barrere et al. 2012, Bentounsi et al. 2012,
Verissimo et al. 2012, Canul-Ku et al. 2012, Falzon et al. 2013). O problema se agrava
tendo em vista a limitacdo para o desenvolvimento de novas formulagdes anti-
helminticas (Waller 2006). Segundo Shalaby (2013), mesmo que novos medicamentos

sejam desenvolvidos, inevitavelmente, também serdo afetados pelo problema de
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resisténcia. Até mesmo para o monepantel, um anti-helmintico relativamente novo no
mercado, ja existe relato de falha em seu uso (Scott et al. 2013).

De acordo com Jabbar et al. (2006), o desenvolvimento da resisténcia anti-
helmintica é influenciado por fatores que podem ser classificados como genéticos,
biologicos ou operacionais, dentro 0s quais 0s mais importantes sdo os fatores
operacionais, porque formam as bases dos programas de controle. Na veterinaria, por
exemplo, alguns esquemas de controle sdo propostos, como o tratamento estratégico
(Kaplan & Vidyashankar 2012, Molento 2004). Nesse tipo de esquema, 0s animais Sao
tratados quando as condi¢Ges ambientais sdo desfavoraveis para o desenvolvimento do
parasito, ou seja, toda a fauna helmintoldgica é exposta a droga. Isso pode acarretar em
uma grande pressdo de selecdo, levando ao estabelecimento de cepas resistentes, uma
vez que ndo existe uma subpopulacdo em estagio de vida livre, denominada refugia,
contaminando o ambiente, impossibilitando a diluicdo do gendtipo relacionado a
resisténcia (Molento 2004).

Além do curto intervalo entre tratamentos, outros fatores operacionais
predispdem ao estabelecimento da resisténcia, como a administracao de doses incorretas
(Silvestre et al. 2002). A dosagem a ser ministrada para animais depende do peso do
mesmo, porém, muitas vezes o céalculo do peso é estimado visualmente, segundo uma
média do rebanho. Assim, pode ocorrer administracdo de doses incorretas que nao serdo
efetivas no tratamento, permitindo a sobrevivéncia de parasitos resistentes e
medianamente resistentes (Craig 1993). Esse processo também pode ser influenciado
pelo uso frequente de uma Unica droga, sem rotacao e sem associagdo entre os farmacos
de diferentes mecanismos de acdo (Shalaby 2013). Consequentemente, a ndo resposta
ao tratamento ameaca a sustentabilidade da industria pecuaria, comprometendo a
sanidade animal e, consequentemente, o mercado financeiro (Prichard 2001, Roeber et
al. 2013).

Apesar do processo de resisténcia consistir em um problema bem caracterizado
em nematodeos de ruminantes, esse evento ndo se restringe somente aos parasitos de
importancia veterinaria. Nos Ultimos anos, alguns trabalhos ressaltaram a importancia
desse problema em helmintos de humanos, evidenciando, inclusive, mecanismos
moleculares semelhantes envolvidos no processo (Diawara et al. 2009, Diawara et al.

2013a). Indicio de resisténcia ao tratamento ja foi relatado em Schistosoma mansoni a
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oxamniquina e ao praziquantel, ancilostomideos aos benzimidazois e também ao
praziquantel, Taenia saginata ao albendazol, Mansonella ozzardi a dietilcarbamazina e
Onchocerca volvulus a ivermectina (Bartholomew et al. 1978, Reynoldson et al. 1997,
Oliveira 2005, Osei-Atweneboana et al. 2011, Soukhathammavong et al. 2012,
Marquez-Navarro et al. 2012).

Segundo Humphries et al. (2012), a ADM em humanos € um meio de controle
com potencial para limitar a transmissdo desses helmintos. Em grupos de risco, essa
estratégia garante que os niveis de infeccdo sejam mantidos abaixo dos associados com
morbidade, frequentemente resultando em melhorias na saide e no desenvolvimento
infantil (Tchuenté 2011). Entretanto, como a diversidade de drogas disponiveis no
mercado € restrita, a ADM periddica se torna uma estratégia arriscada, ja que induz

forte pressdo de selecdo de cepas resistentes (Prichard et al. 2012).

1.2.3. Diferengas entre cepas resistentes e sensiveis a anti-helminticos

Apesar de ndo se saber como realmente ocorre, acredita-se que genotipos
relacionados a resisténcia anti-helmintica possam ser acompanhados por alteracdes que
influenciam em outras caracteristicas dos nematodeos, como sobrevivéncia de ovos e de
larvas no ambiente, patogenicidade e infectividade (Hennon 1993). Melo e Bevilaqua
(2005) levantam a hipétese de que parasitos resistentes podem apresentar um perfil mais
patogénico, o que levaria a morte do hospedeiro e, consequentemente, diminuiria a
frequéncia dos gendtipos relacionados a resisténcia; contudo, 0s parasitos resistentes,
através de mecanismos como a alta capacidade de sobrevivéncia dos estagios de vida
livre, compensariam a morte prematura do hospedeiro e, assim, disseminariam seus
alelos na populacéo.

De fato, para Teladorsagia circumcincta ja foi descrito que adultos sensiveis aos
benzimidazois apresentam-se maiores em comprimento do que adultos resistentes,
esperando-se um aumento da fertilidade nas fémeas (Leignel & Cabaret 2001).
Contrariamente, cepas resistentes de Caenorhabditis elegans possuem disfuncbes na
motilidade, oviposicdo e musculatura da faringe, as quais chegam até mesmo a serem
letais para esse nematodeo (Prichard 2001). Esses dados corroboram com Leignel e

Cabaret (2001), que afirmam que o uso macico de anti-helminticos pode acarretar em

23



diversas mudangas na vida do nematddeo. Todavia, Elard et al. (1998), analisando
caracteristicas de populagdes de T. circumcincta sensiveis e resistentes aos
benzimidazois, observaram que ndo houve diferenca significativa na oviposicao, taxa de
desenvolvimento de ovos até L3, capacidade de estabelecimento das larvas no

hospedeiro e sobrevivéncia dos vermes adultos.

1.2.4. Mecanismos moleculares envolvidos no processo de resisténcia

Os mecanismos envolvidos no processo de resisténcia aos benzimidazoéis ja
estdo bem estabelecidos para alguns nematddeos (Elard et al. 1998, Silvestre et al. 2009,
Blackhall et al. 2011). Como visto no subitem 1.2.1, os benzimidazdis agem na B-
tubulina do parasito, de maneira que o gene codificador dessa proteina apresenta
expressdo de diversos isotipos, com diferentes afinidades ligadas aos benzimidazéis.
MutacBes no isotipo 1 desse gene ja foram descritas para helmintos e fungos que néo
responderam ao tratamento com essas drogas (Lubega & Prichard 1991, McKay &
Cooke 1997).

AlteracBes que caracterizam polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) nos
cédons 167, 198 e 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 estdo relacionadas com o perfil
de resisténcia aos benzimidazois (Beech et al. 2011, Blackhall et al. 2011). Parasitos
com esses SNPs possuem uma alteragdo conformacional na B-tubulina, acarretando em
diferentes modificacBes bioguimico-moleculares, o que impede a associacdo da droga
com o seu sitio de ligacdo (Lubega & Prichard 1991).

A alteracdo no cddon 200 geralmente é a mais frequentemente relacionada com
o perfil de resisténcia, enquanto que no codon 198 é menos frequente. Helmintos
sensiveis aos benzimidazois apresentam o cddon TTC na posicao 200, codificando uma
fenilalanina. A substituicdo da segunda timina por uma adenina causa alteracdo no
cédon, com substituicdo da fenilalanina por uma tirosina, podendo caracterizar o
polimorfismo de resisténcia (Rufener et al. 2009, Blackhall et al. 2011, Barrére et al.
2012). Mamiferos apresentam naturalmente uma tirosina no cédon 200, caracterizando
um dos motivos pelos quais a droga ndo apresenta alta toxicidade para 0s mesmos
(Lewis et al. 1985).
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A alteracdo no codon 167 é semelhante a que ocorre no cddon 200, também
acarretando na substituicdo de uma fenilalanina por uma tirosina (Prichard 2001,
Diawara et al. 2013a). No caso da mutacdo no codon 198, que também é caracterizada
pela substituicdo de apenas uma base, a trinca GAG, codificante para um acido
glutdmico, sofre mutacdo e passa a ser GCG, codificando uma alanina (Ghisi et al.
2007). O Quadro 2 apresenta 0s SNPs associados a resisténcia em alguns nematddeos.

Quadro 2 — SNPs no gene da B-tubulina isotipo 1 relacionados a resisténcia aos
benzimidazois em helmintos.

Ndmero Troca de . .
Helminto Referéncia
do cédon aminodacido
Ascaris lumbricoides Diawara et al. 2013a
Cylicocyclus catinatum Blackhall et al. 2011
Cylicocyclus nassatus Blackhall et al. 2011
167 Phe = Tyr :
Haemonchus contortus Prichard 2001
Teladorsagia circumcincta Elard et al. 1998
Trichuris trichiuria Diawara et al. 2013a
198 Haemonchus contortus Prichard 2001
Glu > Ala i _ i
Trichuris trichiuria Diawara et al. 2013a
Ancilostomideos Diawara et al. 2013a
Cooperia oncophora Njue & Prichard 2003
Haemonchus contortus Melo 2005
Teladorsagia circumcincta Silvestre et al. 2009
200 Phe & Tyr : :
Trichostrongylus axei Palcy et al. 2010
Trichostrongylus colubriformis Roos et al. 1995
Trichuris trichiura Diawara et al. 2009
Wuchereria bancrofti Schwab et al. 2005

No que diz respeito ao surgimento desses polimorfismos relacionados a
resisténcia na veterinaria, trés hipoteses foram levantadas por Silvestre et al. (2009): (1)
0 alelo resistente pode ter existido como um alelo ancestral, o qual foi introduzido em

fazendas, no inicio da formacédo do rebanho, (2) mutacdo espontanea pode ter gerado
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novos alelos apos a constituicdo do rebanho e (3) a recombinagdo sexual entre alelos
suscetiveis e resistentes pode ter gerado novas variantes de um alelo resistente existente.

Independente desse surgimento, j& é bem esclarecido que uma populacdo
sensivel de nematodeos contém uma subpopulacdo de individuos com capacidade
genética para sobreviver ao tratamento (Melo & Bevilagua 2005). Assim, a droga ndo é
0 agente da alteragdo. O frequente uso do farmaco causa uma pressao de selecdo, na
qual parasitos com a mutacdo podem tolerar a dosagem administrada, enquanto os que
ndo apresentam a mutacao sofrem o efeito da droga (Prichard 2007). Com a eliminacao
da populacdo sensivel, a proxima geragdo consistira da progénie dos parasitos que
sobreviveram ao tratamento, herdando a capacidade de sobrevivéncia a exposic¢éo anti-
helmintica (Nunes 2012).

Mutagbes que conferem resisténcia aos benzimidazois podem se apresentar de
forma isolada ou em combinac@es, resultando em diferentes niveis de resisténcia, e
variam entre populacfes de uma mesma espécie (Blackhall et al. 2011). Segundo
Silvestre e Cabaret (2002), trés situacdes podem ser descritas dentre as relacbes que
podem existir entre os dois codons mais comumente relacionados (167 e 200): a
homozigose para uma das duas mutacdes é suficiente para conferir resisténcia; a dupla
homozigose permite tolerancia a doses mais elevadas do que a homozigose para uma
Unica mutacao e, por fim, a dupla heterozigose confere maior grau de resisténcia do que
heterozigose para uma unica mutacao.

Em relacdo ao SNP na posicdo 198, este foi descrito pela primeira vez por Ghisi
et al. (2007) em H. contortus, detectando também mutacdo no cddon 200, mas ndo no
167. No que diz respeito a associacdo desses dois SNPs detectados, nunca foi observado
dupla mutacdo homozigdtica para 0 mesmo helminto. Pesquisas ja tentaram associar
essa mutacdo com resisténcia em outros helmintos, mas além de H. contortus, o
polimorfismo no cddon 198 foi detectado apenas em Trichuris trichiura (Diawara et al.
2013a, Schwenkenbecher & Kaplan 2009, Barrére et al. 2012). Em fungos, o SNP no
cddon 198 ja foi detectado para Helminthosporium solani resistente a tiabendazol
(McKay & Cooke 1997).

No que concerne aos parasitos de humanos, como filarideos, doses anuais de
albendazol coadministrado com dietilcarbamazina ou ivermectina sdo usadas em areas

endémicas para filariose linfatica, a fim de tratar e interromper a transmissao da doenca.
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Possivelmente, essa ADM seleciona helmintos resistentes. Entretanto, Hoti et al. (2003)
ndo encontraram a alteragdo para Wuchereria bancrofti no cédon 200, enquanto que
Schwab et al. (2005) detectaram mutacdo no cdédon 200 para esse parasito em uma
frequéncia de 2,7% em Gana.

Recentemente em T. trichiura foram detectados SNPs nos cédons 167, 198 e
200 em amostras coletadas a campo, enquanto que para Ascaris lumbricoides a mutagéo
foi observada apenas no codon 167 (Diawara et al. 2013a). Em trabalho semelhante
também foi observado SNP no cdédon 200 em T. trichiura, mas ndo para A.
lumbricoides, levantando a hipdtese que a baixa sensibilidade observada no tratamento
da tricurose com benzimidazol pode ser devido a alta frequéncia desse SNP. De acordo
com Kotze et al. (2005) é importante que se faca um monitoramento da sensibilidade de
ancilostomideos aos benzimidazois, em funcdo da implementacdo de programas para o
controle da filariose e oncocercose com essas drogas, em areas de sobreposicao dessas
parasitoses, a fim de detectar quaisquer alteragcdes em resposta ao tratamento.

Schwenkenbecher et al. (2007) relataram mutacdo no cédon 167 e 200 em N.
americanus de criangas que receberam tratamento de forma periddica, todavia, numa
frequéncia muito baixa, associando esses dados com possivel erro experimental.
Schwenkenbecher e Kaplan (2009) analisando o cddon 198 de A. caninum néo
detectaram qualquer alteracdo, enquanto que estudos mais recentes demonstraram que o0
SNP no cddon 200 esta presente em ancilostomideos de humanos do Quénia, porém em

uma baixa frequéncia (Diawara et al. 2013a).

1.2.5. Meétodos para deteccdo de resisténcia aos benzimidazoéis

Alguns métodos foram elaborados no sentido de estabelecer um diagndstico
fenotipico ou genotipico de resisténcia a anti-helminticos. Nos ultimos anos, testes de
bioensaio in vitro, como o Teste de Eclosdo de Ovos (EHT) e testes in vivo, como 0
Teste de Reducdo na Contagem de Ovos nas Fezes (FECRT), tém sido descritos para
diagnostico fenotipico de resisténcia aos benzimidazois, utilizados principalmente em
animais de producdo (Lyndal-Murphy et al. 2014). Todavia, apesar de serem indicados
pela “World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology”, €sSes

métodos apenas detectam resisténcia quando, no minimo, 25% da populacdo de
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nematddeos apresentam gendtipo de resisténcia, ou seja, quando j& houve o
estabelecimento da populacéo resistente (Papadopoulos 2008).

De acordo com Prichard (2007), ¢ dificil confirmar resisténcia em parasitos de
humanos, especialmente os que nao tém fases de vida livre, como W. bancrofti, e os que
ndo podem ser cultivados em modelos. Por essas razdes, somado ao fato da baixa
sensibilidade dos testes fenotipicos, existe uma necessidade de estabelecer métodos
moleculares para diagndstico de resisténcia anti-helmintica (Barrére et al. 2013).

Alguns métodos moleculares tém sido propostos como novas alternativas para o
diagnostico de resisténcia anti-helmintica, os quais podem ser capazes de compensar as
limitacOes encontradas no EHT e no FECRT. De acordo com Roeber et al. (2013),
apesar do progresso, ndo existe um teste molecular pratico para a detec¢do de resisténcia
a mais de uma classe de anti-helmintico. Além disso, segundo 0 mesmo autor, a maioria
dos ensaios moleculares utilizados requer o uso de L3 ou de nematddeos adultos.
Todavia, recentemente Diawara et al. (2013a) avaliaram SNPs relacionados a resisténcia
em amostras de ovos de A. lumbricoides, T. trichiura e ancilostomideos coletadas a
campo, entretanto, relataram limitacdes quanto ao teste para analise individual do ovo
pela dificuldade de extracdo de DNA.

Atualmente, existem descritos alguns ensaios baseados em andlise molecular
para detecgio de SNPs no gene da B-tubulina isotipo 1. Para Véarady e Corba (1999),
algumas desvantagens sdo citadas em termos de custo, aplicabilidade, interpretacdo e
reprodutibilidade, principalmente quando se extrapola protocolos espécie-especificos.
Contudo, é através das analises moleculares que o estudo dos mecanismos envolvidos
no processo pode ser elucidado e a frequéncia dos alelos determinada. Segundo Torres-
Acosta et al. (2012), a falta de diagnoéstico de resisténcia em muitos paises do continente
americano pode ser atribuida, em parte, a falta de conhecimento técnico e/ou recursos
financeiros para realizar os levantamentos.

A maioria desses testes moleculares sdo baseados na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), que de acordo com Roos et al. (1995), pode detectar resisténcia até
quando apenas 1% da populacdo parasitaria for resistente. Dentre essas técnicas, a PCR
baseada no Sistema de Reacdo de Amplificacdo Refrataria (ARMS-PCR) é uma das
mais relatadas, a qual se baseia no principio de que a Tag DNA polimerase nao

apresenta atividade 3’-5’ exonuclease, de maneira que o mau pareamento na
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extremidade 3’ do iniciador ¢ 0 DNA molde resulta na impossibilidade de amplificacio
(Kubask 2012). Essa técnica utiliza apenas um par de iniciador por reacdo, enquanto
que sua variante, a Tetraprimer ARMS-PCR, utiliza quatro iniciadores na mesma reagédo
(dois iniciadores externos e dois internos), um para se anelar na sequéncia
correspondente ao alelo sem mutacdo e um iniciador para o alelo com mutagdo. Nessa
reacdo podem ser produzidos dois ou trés fragmentos de tamanhos diferentes: um
fragmento que é o controle da amplificacdo e mais um fragmento caso o individuo seja
homozigoto para um dos alelos ou mais dois fragmentos caso o individuo seja
heterozigoto (Nunes 2012).

Alvarez-Sanchez et al. (2005) descreveram a técnica de PCR em tempo real
(QPCR) como método para deteccdo de resisténcia aos benzimidazois em
tricostrongilideos de ovinos, a qual permite calcular a propor¢cdo de cada variante
alélica, ndo requerendo processamento pos-PCR. Para os autores, essa técnica melhora
substancialmente os métodos de detec¢do de resisténcia, particularmente em termos de
tempo, em comparacdo com a PCR alelo-especifico e de sensibilidade, em comparacédo
com os bioensaios. Os trabalhos publicados utilizando essa técnica sdo mais escassos,
porém mostram eficacia satisfatoria (von Samson-Himmelstjerna et al. 2002, Walsh et
al. 2007, Schwenkenbecher et al. 2007, Santos et al. 2014).

Como polimorfismos de resisténcia aos benzimidazois sdo caracterizados por
uma mutacdo de ponto, essa alteracdo pode criar ou desfazer um sitio de ligacdo para
enzimas de restricdo. Dessa maneira, é possivel usar a técnica de Polimorfismos de
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP-PCR), se baseando na ideia de que a
mudanca de base permitira o corte do fragmento somente de um dos alelos, assim como
realizado por Tiwari et al. (2006). E importante ressaltar que nem sempre 0 uso desse
método é possivel, uma vez que, dependendo da sequéncia, a troca de base pode nao
criar ou desfazer sitios, a ndo ser que seja realizada uma etapa inicial de criacdo do sitio
para clivagem, conforme realizado por Shayan et al. (2007), mas que adiciona mais uma
PCR na metodologia do processo.

O sequenciamento também tem sido utilizado para detectar SNPs a partir de
amostras de campo. Drogemuller et al. (2004), por exemplo, obtiveram a sequéncia
completa para 0 cDNA do gene da B-tubulina isotipo 1 de ciatostomineos, encontrando

mutacdo no cédon 167. A vantagem dessa técnica € permitir a analise de maltiplos
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SNPs no gene, sem necessidade de uma PCR pra cada mutagdo. Variantes da técnica de
sequenciamento convencional, como o pirossequenciamento, tém sido descritas como
um método eficaz na deteccdo dessas mutacdes. Para Diawara et al. (2009), essa técnica
é confidvel, rapida e facil, permitindo a analise de SNPs de grandes numeros de
amostras de ovo ou outras fases do parasito, num curto periodo de tempo. Von Samson-
Himmelstjerna et al. (2009), avaliando mutagdo no codon 200 em H. contortus por meio
de gPCR e por pirossequenciamento, relataram uma boa concordancia entre os métodos,
ressaltando que o ensaio de pirossequenciamento é mais rapido e de mais facil
execucao, todavia, 0 equipamento necessario € mais caro e menos disponivel do que o
necessario para qPCR. Segundo Diawara et al. (2013b), uma das principais limitagdes
na utilizacdo do pirossequenciamento, num contexto de campo, é 0 custo do
equipamento, entretanto, permite uma avaliacdo precisa dos SNPs em um periodo curto

de tempo.
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2. JUSTIFICATIVA

A analise sistematica dos mecanismos relacionados a resisténcia aos
benzimidazois em ancilostomideos tem se mostrado aquém dos estudos envolvendo
outros nematddeos intestinais. Falha no tratamento contra esses helmintos j& foi descrita
tanto em animais quanto em humanos, todavia, as bases genéticas envolvidas nesse
processo ainda necessitam de maiores estudos.

Mutagdo no codon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 tem sido associada com
resisténcia aos benzimidazois em muitas espécies de importdncia humana e/ou
veterinaria, inclusive em ancilostomideos de humanos coletados a campo, mas ainda
ndo existem relatos para A. caninum. O Unico trabalho na literatura que detectou
mutacdo no codon 200 em ancilostomideos relata baixa frequéncia dessa mutacdo em
parasitos de popula¢do humana do Quénia, porém ndo mostra associacdo dessa alteracéo
com outros SNPs relacionados a resisténcia. No codon 198 a mutacdo nunca foi descrita
para 0s ancilostomideos. Levando em consideracdo que esses mecanismos variam
inclusive entre populacdes de uma mesma espécie, € possivel que em A. caninum haja
associacédo entre esses SNPs ou entre outros ainda ndo descritos.

N&o héa relatos, até 0 momento, sobre estudos dessas alteracfes em populagdes
brasileiras de ancilostomideos. Desse modo, uma varredura dos SNPs de duas
populacdes brasileiras, separadas geograficamente, permitira pesquisar qual a
frequéncia alélica dessas mutacdes e se existe correlacdo entre 0s gendétipos. Para tanto,
é fundamental a padronizacdo de uma técnica molecular sensivel, especifica e de baixo
custo, no intuito de auxiliar no monitoramento de populacdes de ancilostomideos
resistentes. Quanto mais prontamente esse monitoramento for feito, maiores sdo as
chances de retardar o estabelecimento de uma populacdo de parasito que ndo responda

mais ao tratamento com benzimidazois, aumentando a vida Util dos produtos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Padronizar uma metodologia para determinar a frequéncia de SNP no c6don 200
do gene da B-tubulina isotipo 1 relacionado a resisténcia aos benzimidazdis em A.

caninum coletados a campo.

3.2. Objetivos especificos

e Padronizar uma técnica molecular para a deteccdo da mutacdo no cdédon 200 do
gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum;

e Sintetizar controles positivo e negativo para mutacdo no cdédon 200 do gene da
B-tubulina isotipo 1;

e Realizar uma varredura, através da técnica molecular desenvolvida, da mutacéo
no codon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum coletados a campo;

e Validar o teste molecular padronizado através de sequenciamento das amostras
coletadas;

e Realizar uma varredura, por sequenciamento, da mutacdo no codon 198 do gene

da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum coletados a campo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Consideracdes éticas

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 328/12). O certificado de aprovacao

encontra-se em anexo.

4.2. Populacges do estudo e obtencdo de vermes adultos

Os vermes utilizados nesse trabalho foram provenientes de 9 cées de Teresina
(PI) e 10 cées de Belo Horizonte (MG), os quais foram eutanasiados no Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) das respectivas cidades. A eutanasia dos caes ja é um
procedimento de rotina do CCZ, dessa forma, coube aos médicos veterinrios a
realizacdo dessa etapa, obedecendo a legislacdo vigente. Apds eutanasia, esses cdes
foram postos em decUbito dorsal e tiveram suas cavidades abdominais abertas. O
intestino delgado foi entdo retirado, acondicionado em caixas de isopor com gelo e
transportado ao Laboratdrio de Helmintologia do ICB/UFMG.

Os intestinos foram abertos longitudinalmente, seguido de uma raspagem da
mucosa. O material proveniente dessa raspagem foi entéo transferido para um tamis de
25um, lavado com agua corrente e transferido para um recipiente com fundo escuro. Os
vermes foram coletados, identificados em microscopio estereoscopico e lavados com
solucdo salina 0,85%. Os vermes identificados como A. caninum foram sexados e
armazenados, individualmente, em tubos de microcentrifuga de 1,5ml, sendo
conservados a -20°C, para posterior extracdo de DNA. As caracteristicas morfologicas

utilizadas para identificacdo foram analisadas segundo Burrows (1962).
4.3. Extracdo e dosagem de DNA
Foi realizada extracdo de DNA de 149 vermes coletados no Piaui (53 machos e

96 fémeas) e de 162 vermes coletados em Minas Gerais (78 machos e 84 fémeas),
totalizando 311 vermes (131 machos e 180 fémeas). A extracdo de DNA ocorreu
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segundo protocolo padronizado no Laboratério de Parasitologia Molecular do
ICB/UFMG.

Inicialmente, os tubos contendo os vermes foram submersos em nitrogénio
liquido, seguido de maceracdo mecénica individual com auxilio de pistilo de vidro. Ao
macerado, foram adicionados 400ul de tampao de lise (50mM de EDTA, 100mM de
Tris-HCI pH 7,4, 100mM de NaCl e SDS 10%), sequido de digestdo com 100ug/ml de
proteinase K (Promega, USA), a 65°C por 30min. Posteriormente, foram adicionados
400ul de cloroformio e alcool isoamilico na proporcdo de 24:1, seguido de
centrifugacdo a 12.000xg, a 25°C por 5min. A fase superior foi transferida para um
novo tubo de microcentrifuga de 1,5ml e submetida a digestdo de RNA com 100ug/ml
de RNAse A (Ludwig Biotec, Brasil), a 37°C por 30min. Foram adicionados mais 400ul
da solucdo de cloroférmio e alcool isoamilico seguido de centrifugacdo, conforme
parametros mencionados anteriormente. A fase superior foi novamente transferida para
um novo tubo de microcentrifuga de 1,5ml, com adicdo de 400ul de isopropanol e
consequente precipitacdo do DNA, o qual foi armazenado a -20°C. Apds cerca de 16h, o
tubo foi centrifugado a 14.000xg, a 4°C por 30min. O precipitado foi lavado com 400ul
de etanol 70% e centrifugado a 12.000xg, a 4 °C por 10min. Essa etapa de lavagem foi
repetida, o DNA ressuspenso em 20ul de agua ultrapura e armazenado a 4°C. A
dosagem de DNA foi determinada por espectrofotometria através do aparelho
NanoDrop® ND-1000 (ThermoScientific, USA) levando em conta a relacdo 260/280 e
260/230 para controle de qualidade.

4.4. Desenho dos iniciadores

Todos os iniciadores utilizados nesse trabalho foram desenhados através do
programa Oligo Explorer 1.4 (Gene link, USA) com base na sequéncia nucleotidica do
Genbank, sob numero de acesso DQ459314.1. As substituicdes das bases ocorreram
conforme descritas por Ye et al. (2001), de acordo com a necessidade da técnica
utilizada. A nomenclatura adotada foi baseada no sentido do iniciador, se Direto (F) ou
Reverso (R), se sensivel (s) ou resistente (r), no fragmento controle (c) e na insercéo da
alteracdo na técnica de Megaprimer-PCR (m). Os iniciadores utilizados para a primeira

reagdo apresentam a letra “a”, enquanto que 0s numeros correspondem ao local da
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adi¢do da segunda incompatibilidade na extremidade 3’ do iniciador. O simbolo “<”
indica que o iniciador foi desenhado em um menor tamanho do que o original.

Para 0 método de Megaprimer-PCR, uma alteracdo foi feita na posicdo 8 da
extremidade 3’ do iniciador Rm, com a finalidade de adicionar um erro proposital e
mimetizar a sequéncia mutada. Os iniciadores FsO, Fs2, Fs3, Fs4 e Fs4< foram
desenhados para se anelar somente na auséncia da mutagdo, enquanto que RrO, Rr2,
Rr3, Rrd e Rr4<, para a presenca da mutagdo. Os iniciadores Fs4, Fs4<, Rr4 e Rr4<
foram desenhados com a segunda incompatibilidade nas mesmas posicGes, com
diferengas de tamanho, como forma estratégica explicada posteriormente. Em Fs0 e Rr0
ndo foi adicionado um segundo erro, visando determinar se somente a presenga ou
auséncia da mutacdo seria fator suficiente para especificidade desses iniciadores.

O Quadro 3 mostra todos os iniciadores, suas respectivas temperaturas de
anelamento e, quando se aplica, posicao e alteragdo das bases. A Figura 2 representa
parte da sequéncia utilizada para desenho dos iniciadores, bem como a regido de
anelamento dos mesmos. As cores utilizadas para sublinhar a sequéncia na Figura 2
correspondem as regifes de anelamento dos iniciadores do Quadros 3. O Quadro 4

mostra o tamanho dos amplicons nas diferentes combinacdes de iniciadores.

Quadro 3 — Iniciadores utilizados, suas respectivas temperaturas de anelamento e
posicBes das substituicbes (quando se aplica). As posicbes em que foram feitas
alteracGes encontram-se em negrito.

Iniciador (5’ - 3°) Alteracio lﬁg?g%gﬁg%g?
Fa: TGT AGT GAA AAA GCA GTC TCG 60
FsO: TTG AGA ATA CAG ATG AGA CCT T 60
Fs2: TTG AGA ATA CAG ATG AGA CCA T T>A 60
Fs3: TTG AGA ATA CAG ATG AGA CGT T C»G 60
Fs4: TTG AGA ATA CAG ATG AGA GCT T C»G 60
Fsd<: GAA TAC AGA TGA GAG CT T C»G 50
Ra: AGC CGA AAG TGG AGC AAA TC 60
Rc: AGG TAG TGA CAC CGG ACA TT 60
Rr0: GAG CCT CGT TAT CAA TAC AGT 60
Rr2: GAG CCT CGT TAT CAA TAC ACT G»C 60
Rr3: GAG CCT CGT TAT CAA TAC TGT A>T 60
Rr4: GAG CCT CGT TAT CAA TAG AGT C»G 60
Rrd<: CCT CGT TAT CAA TAG AGT C»G 50
Rm: GTT ATC AAT ACA GTA GGT CTC A>T 58
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Quadro 4 — Combinacdes de iniciadores e respectivos tamanhos do amplicon.

L Tamanho do
Par de iniciador .
amplicon (pb)
Fa + Ra 441
Fa+Rc 331
Fa + Rr0
Fa+ Rr2
Fa+ Rr3 164
Fa + Rr4d
Fa + Rr4< 161
Fa+ Rm 157
FsO + Rc
Fs2 + Rc
Fs3 +Rc 209
Fs4 + Rc
Fsd< + Rc 205

AAATCGCACGTTTAAATGTAGTGAAAAAGCAGTCTCGCTCCTGAATGTGGTTTGTAAATATGTTTCTATG
GACATTTTTATAGGTTTCTGACACTGTGGTGGAGCCATACAATGCTACACTTTCTGTGCACCAGTTGGTT
Cddon 198 Codon 200

GAGAATACAGAGAGRCTTCY GTATTGATAACGAGGCTCTGTATGATATTTGCTTCCGAACCTTGAAAC

TCACAAACCCAACCTACGGAGATCTGAACCACCTCGGTAAGCTAGCAAGCTACTCATAGACTTTTCATAG
CTTAGCACCGAATTTCCTAATATGAGCATAATTTCAGTGTCTGTAACAATGTCCGGTGTCACTACCTGCC
TTCGCTTCCCTGGCCAGTTGAATGCTGATCTCCGCAAATTGGCTGTAAACATGGTTCCATTCCCACGTCT
TCACTTCTTCATGCCTGGATTTGCTCCACTTTCGGCTAAAGGTGCTCAGGCTTACCGTGCTCTCACTGTT
GCCGAGCTTACTCAGCAGGTACGTCGCCTTTCCTCGTGGCAGGCATCTTATCTGGCTCAGGGTGCACAAA

Figura 2 — Sequéncia parcial utilizada do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum
para desenho dos iniciadores (DQ459314.1).

4.5. Sintese de controles para o0 SNP no cdédon 200

As PCRs para sintese dos controles foram realizadas em produto final de 25pl,
constando de 12,5ul de GoTag® Green Master Mix (Promega, USA), 0,5ul de cada
iniciador (com concentracéo final de 0,2uM/iniciador), 9,5ul de 4gua ultrapura e 2l de
DNA (cerca de 20ng). As amplificagbes ocorreram em um termociclador
Mastercycler® (Eppendorf, Germany) obedecendo ao seguinte programa: 95°C por
5min para desnaturacdo inicial da dupla fita de DNA, seguido de 30 ciclos a 94°C por

1min, 60°C por 1min, 72°C por 1min e um passo final de extensdo a 72°C por 8min. Nas
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reagOes, foi incluso o “branco”, com a substituicio do DNA por agua, para avaliar a
presenca de possiveis contaminantes.

Para sintese do controle do alelo sem mutacdo no cddon 200, doravante chamado
TubN (Tub = tubulina; N = normal), inicialmente foi realizada uma primeira reacao de
PCR com a combinagdo de iniciadores Fa e Ra, utilizando DNA genémico de A.
caninum. O volume de 2ul do produto da primeira reacdo foi utilizado em uma reagéo
de seminested-PCR, com a combinacdo Fa e Rc, seguido de sequenciamento para
confirmacdo da auséncia da mutacdo. Esse fragmento foi clonado com kit pPGEM®-T
Easy Vector Systems (Promega, USA), o produto da ligacdo, transformado em células
da linhagem XL1-blue (Phoneutria, Brasil) e recuperado por minipreparacdo com
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, USA).

No caso da sintese do controle positivo da mutacdo, denominado TubM (Tub =
tubulina; M = mutado), foi realizado uma mutagénese sitio-dirigida através da técnica
de Megaprimer-PCR. O plasmideo recombinante TubN foi utilizado para a realizagdo
de uma PCR com a combinacdo de iniciadores Fa e Rm. O produto dessa reacdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v) (Midsci, USA), com tampéo
TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA). O fragmento foi entdo excisado do
proprio gel com uma lamina de bisturi, purificado com o kit GFX® PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare, UK) e dosado. Cerca de 25,0ng do produto da
primeira reacdo foi usado como um megaprimer de outra reac¢do, que combinando com
Rc, resultou em um amplicon de 331pb. O produto dessa reacdo foi purificado,
sequenciado, submetido a clonagem e recuperado, nas mesmas condi¢Ges de TubN. A
Figura 3 esquematiza a sintese desses controles. O detalhamento dos métodos de
clonagem, transformacédo e extracdo de DNA plasmidial estdo detalhados nos topicos
46¢e4.7.
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Figura 3 — Esquema da sintese dos controles TubN e TubM.

4.6. Clonagem

Os controles TubN e TubM foram clonados com o kit pPGEM®-T Easy Vector
Systems (Promega, USA). O volume de 1,5ul do produto de PCR que se desejava
clonar foi incubado a 4°C, por cerca de 16h, na presenca de 2,5ul do tampéo de ligagao,
0,5ul de wvetor e 05ul de DNA ligase. Posteriormente, foi realizada a
termotransformacao. O volume de 2ul do produto de ligacéo foi transformado em 30ul
de células quimiocompetentes E. coli da linhagem XL1-blue (Phoneutria, Brasil). As
amostras foram transformadas com incubacdo em gelo por 10min, seguida de choque
térmico por 1,5min a 42°C e nova incubacdo em gelo por mais 2min. As ceélulas
bacterianas potencialmente transformadas foram incubadas por 1h a 37°C em 500pl de
meio liquido circlegrow® (MP Biomedicals, USA) pH 7,0, com posterior plagueamento
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das mesmas em meio sélido seletivo circlegrow® (MP Biomedicals, USA), contendo
ampicilina (100pg/ml), IPTG (100mM) e X-gal (500ug/ml).

As placas foram incubadas a 37°C por cerca de 16h. A presenca dos insertos de
interesse nos plasmideos recombinantes foi confirmada por meio de uma reacdo de PCR
de colbnia, utilizando diretamente uma pequena amostra de algumas colonias brancas
retirada com o auxilio de um palito de madeira estéril. Essas amostras foram
transferidas para um tubo contendo 5ul de GoTag® Green Master Mix (Promega,
USA), 0,2 pl de cada iniciador M13 direto (5° - CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC
GAC - 3’) e reverso (5 - TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C - 3%), com
concentracdo final de 0,2uM/iniciador e 4,6pl de agua ultrapura. Da mesma forma,
foram preparadas reacdes de PCR com col6nias azuis que funcionaram como controle
negativo da clonagem. A PCR de colénia ocorreu a 95°C por 5min, seguido de 30 ciclos
a 95°C por 1min, 52°C por 1min, 72°C por 1min e um passo final de extensdo a 72°C
por 8min. Os produtos da amplificacdo foram visualizados apos eletroforese de gel de
agarose 1,0% (m/v), com tampao TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA).

Apds a confirmacdo da presenca dos insertos recombinantes, com o auxilio de
palitos de madeira estéreis, foram inoculados fragmentos das coldnias em tubos de 15ml
do tipo Falcon contendo 3ml de meio de cultura liquido circlegrow® (MP Biomedicals)
com 3pl de ampicilina (100pg/ml) em cada tubo, os quais foram incubados por cerca de
22h, a 37°C, sob agitacdo constante (5.000xg).

4.7. Recuperacdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi recuperado através do kit Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega, USA). A cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000xg
em tubo de microcentrifuga de 1,5ml. O sobrenadante foi descartado e o restante da
cultura novamente centrifugada no mesmo tubo. O sobrenadante foi entdo removido por
inversdo e o pellet bacteriano foi ressupenso em 250ul de solucdo de ressuspensao de
célula. Foram adicionados 250ul de solucdo de lise para romper a membrana das
bactérias, com 10pl de protease alcalina para quebra de ligagdes peptidicas. O produto
foi incubado por 5min a temperatura ambiente, com adicdo de 350ul de solucdo de

neutralizacdo. O lisado bacteriano foi centrifugado a 14.000xg por 10min. O
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sobrenadante (aproximadamente 850pl) foi transferido para a coluna (inserida em um
tubo coletor) e centrifugado a 14.000xg por 1min a temperatura ambiente. Foi
descartado o liquido do tubo coletor e adicionado 750ul de solucdo de lavagem na
coluna, a qual foi centrifugada a 14.000xg. O liquido do tubo coletor foi descartado e a
coluna foi reinserida. Esse procedimento de lavagem foi repetido usando 250ul de
solucdo de lavagem, centrifugado a 14.000xg por 2min a temperatura ambiente. A
coluna foi inserida em um novo tubo coletor e 0 DNA plasmidial foi eluido em 40ul de
agua ultrapura. Esse volume foi novamente centrifugado a 14.000xg por 1min a

temperatura ambiente e estocado a -20°C.

4.8. Padronizacao da técnica molecular para deteccdo da mutacéo no codon 200 do gene
da B-tubulina isotipo 1
4.8.1. Selecéo dos iniciadores para a ARMS-PCR

Essa metodologia foi escolhida pela possibilidade da detec¢do simultanea dos
dois alelos possiveis para o cédon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1. Os iniciadores
foram desenhados tanto para o alelo sem mutacdo, com a extremidade 3’ do iniciador
direto apresentando uma timina (T), pareando com uma adenina (A) quando na auséncia
da mutagdo; e um iniciador reverso com a extremidade 3’ apresentando uma T,
pareando com uma A na presenca da mutacdo. Para que ndo houvesse amplificacdo
inespecifica, outra alteracdo de base foi também inserida nos iniciadores. Essas
alteracdes variaram de local, ocorrendo na posicédo 2, 3, e 4 da extremidade 3’ ou ainda
sem alteracéo.

De posse dos controles TubN e TubM, foram realizadas ARMS-PCRs, nas
mesmas condic¢des descritas no tépico 4.5, com produto final de 10ul, para selecdo dos
iniciadores desenhados. Para deteccdo do fragmento sem mutacdo, foram testados
quatro iniciadores diretos (Fs0O, Fs2, Fs3, Fs4) com o iniciador reverso Rc, em reacgdes
individuais. Similarmente, para detec¢do do fragmento com mutacdo, foram testados o
iniciador direto Fa com quatro iniciadores reversos com diferentes locais de
incompatibilidade (Rr0, Rr2, Rr3, Rr4), também em reagdes individuais. Para cada
combinacéo de iniciador foram realizadas reacdes com os plasmideos TubN e TubM, de

maneira que foram selecionados os iniciadores que apresentavam maior especificidade.
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O produto dessa reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v)
(Midsci, USA), com tampéo TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA).

4.8.2. Padronizacao da Tetraprimer ARMS-PCR

Selecionados os iniciadores, foi realizada uma reagdo de Tetraprimer ARMS-
PCR. Assim, em uma mesma reacao foram utilizados quatro iniciadores: o direto Fs4 e
0 reverso Rr4, determinados no item anterior, além do iniciadores Fa e Rc, ou seja, 0
produto de uma mesma reacdo sempre constaria o fragmento resultante da combinacéo
Fa e Rc. Dependendo do gendtipo, essa mesma reacdo também apresentaria o(S)
produto(s) resultante da combinacédo de iniciador para detectar a auséncia e/ou presenca
da mutacéo nos dois alelos, permitindo concluir se o verme analisado seria homozigoto
recessivo, homozigoto dominante ou heterozigoto. A Figura 4 mostra um esquema da
técnica de Tetraprimer ARMS-PCR. Os subtdpicos seguintes correspondem as

estratégias adotadas para adequar a reacdo em questdo.

Alelo T (sem mutacio)

g Rr4 —
— -

| |
' 209 pb

' 331 pb '

Alelo A (com mutacio)

TAC
Fa oy SR “Re
— ATG

| |
l 164 pb 1

l 331 pb I

Figura 4 — Esquema da técnica de Tetraprimer ARMS-PCR.
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4.8.2.1. Alteragédo na concentragéo dos iniciadores

Foram trabalhadas diferentes concentracdes dos iniciadores selecionados, de
modo que os iniciadores internos sempre apresentaram uma maior concentracdo quando
comparados aos iniciadores externos. Na relacdo iniciadores internos/iniciadores
externos, foram testadas trés combinacbes de concentracdo: 0,5uM/0,1uM,
0,5uM/0,05uM e 1uM/0,2uM. As reacdes aconteceram em volume final de 10pl, sob as
mesmas condicBes descritas no item 4.5. Para a mesma mix (com os quatro iniciadores),
foram realizadas trés reacGes, mimetizando o0s possiveis gendtipos existentes:
homozigoto recessivo, utilizando 20ng de TubM; homozigoto dominante, com 20ng de
TubN; e heterozigoto, com 10ng de TubN mais 10ng de TubM. Similarmente, servindo
como um controle de cada combinacdo de iniciador, nessa mesma reacdo foram
utilizados os iniciadores em pares. O produto da reacdo dos iniciadores em pares foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v), enquanto o produto da
Tetraprimer ARMS-PCR foi corrido em gel de agarose 2,0% (Midsci, USA), ambos
com tampéo TAE 0,5%, corados com GelRed® (Biotium, USA).

4.8.2.2. PCR em termociclador de gradiente

Foi realizada uma PCR em termociclador de gradiente, em temperaturas de
anelamento variando 1°C, de 60°C a 65°C, com a combinacéo de iniciadores em pares.
Foi utilizada uma relagdo de concentragdo de iniciadores internos/iniciadores externos
igual a 1uM/0,2uM, em volume final de 10ul, sob as mesmas condig¢des descritas no
item 4.5. Foi realizada uma Tetraprimer ARMS-PCR, com Fa, Fs4, Rc e Rr4, para as
diferentes temperaturas. O produto da reacdo dos iniciadores em pares foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,0% (m/v), enquanto o produto da Tetraprimer ARMS-
PCR foi corrido em gel de agarose 2,0% (Midsci, USA), ambos com tampdo TAE 0,5x,
corados com GelRed® (Biotium, USA).
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4.8.2.3. Eliminacéo da sequéncia dos plasmideos

Foi realizada uma reacdo de PCR em duas etapas, a primeira reacdo de 15 ciclos
com TubN e TubM, usando os iniciadores Fa e Rc, nas concentracdes de 0,2uM. Do
produto da primeira reacdo, foi adicionado 1pl na Tetrapimer ARMS-PCR, com o0s
iniciadores Fa, Fs4, Rc e Rr4, temperatura de anelamento de 60°C, concentracdo de
1uM de iniciadores internos e 0,2uM de iniciadores externos, com 20ng e 10ng de DNA
plasmidial. Essas rea¢fes ocorreram em volume final de 10ul, nas condigdes citadas no
item 4.5. O produto da reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2,0%
(m/v) (Midsci, USA), com tampéo TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA).

4.8.2.4. Touchdown Tetraprimer ARMS-PCR

Utilizando TubN e TubM, foi realizada uma Touchdown Tetraprimer ARMS-
PCR com Fa, Fs4, Rc e Rr4. As reacGes ocorreram em concentracdo de 1uM de
iniciadores internos e 0,2uM de iniciadores externos, em volume final de 10pl,
obedecendo as mesmas condic¢des do item 4.5, submetidas ao seguinte programa: 95°C
por 5min para desnaturacdo inicial, 94°C por 1min, temperatura de anelamento inicial
de 65°C por 1min, diminuindo 2°C a cada ciclo, extensdo a 72°C por 1min, repetindo
cada etapa uma vez, estabilizando em 49°C, com 14 repeticdes e um passo final de
extensdo a 72°C por 8min. O produto da reacdo foi corrido em gel de agarose 2,0%
(Midsci, USA), com tampéo TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA).

4.8.2.5. Alteracdo da temperatura dos iniciadores internos

Foi realizada uma reacdo de Tetraprimer ARMS-PCR, para TubN e TubM,
utilizando os iniciadores Fa, Fs4<, Rc e Rr4<, com o0 programa apresentando
temperatura de anelamento de 50°C, em volume final de 10ul, nas condigGes descritas
no item 4.5. As concentragdes dos iniciadores internos e externos foram de 1uM e
0,2uM, respectivamente. O produto da Tetraprimer ARMS-PCR foi corrido em gel de
agarose 2% (Midsci, USA), ambos com tampdo TAE 0,5x, corados com GelRed®
(Biotium, USA).
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4.8.2.6. Utilizagdo de DNA gendmico

Utilizando DNA gendmico, foi realizada uma primeira reacdo de PCR com 0s
iniciadores Fa e Ra, nas concentracdes de 0,1uM, seguida de uma segunda reacdo com
Fa, Fs4, Rc e Rr4, nas concentragdes dos iniciadores internos e externos de 1uM e
0,2uM, respectivamente, e temperatura de anelamento de 60°C. O volume de 1ul da
primeira reacdo foi transferido para a segunda reacdo, de maneira que as reacOes
ocorreram em volume final de 10ul, nas mesmas condicOes descritas no item 4.5. O
produto da reacdo foi corrido em gel de agarose 2,0% (Midsci, USA), com tampdo TAE
0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA).

4.9. Varredura da mutagdo no cédon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 por ARMS-
PCR

Na impossibilidade do uso da técnica de Tetraprimer ARMS-PCR, para cada
verme analisado nesse trabalho, foram realizadas duas ARMS-PCRs provenientes de
uma primeira reacdo com os iniciadores Fa e Ra, nas concentracdes de 0,1uM: uma
com a combinacdo Fa e Rr4, para detectar o alelo mutado e outra com a combinagéo
Fs4 e Rc, para detectar o alelo sem mutacdo. As concentracdes dos iniciadores com
incompatibilidade foram de 1uM, enquanto que as concentracdes dos iniciadores sem
incompatibilidade foi de 0,2uM. As reacdes ocorreram em volume final de 10ul, nas
mesmas condic¢des descritas no item 4.5. O produto foi corrido em gel de agarose 1,0%
(Midsci, USA), com tampéo TAE 0,5x e corado com GelRed® (Biotium, USA).

4.10. Sequenciamento para validacdo da técnica padronizada e para analise dos codons
167 e 198

Para validacdo da técnica molecular desenvolvida, foi realizado sequenciamento
de 75 amostras de DNA (35 do Piaui e 40 de Minas Gerais). Para tal, do produto da
primeira reacdo de PCR utilizada na técnica padronizada, foi realizada uma seminested-
PCR em duplicata de 25ul, com os iniciadores Fa e Rc, sob as mesmas condicGes e
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concentracdes utilizadas no item 4.5. As duplicatas de uma mesma amostra foram
transferidas para 0 mesmo tubo, purificadas com PEG (Promega, USA) e dosada.

Os amplicons produzidos foram sequenciados segundo método descrito
originalmente por Sanger et al. (1977). As reacbes de sequenciamento foram feitas
utilizando-se o DYEnamic® ET dye terminator cycle sequencing kit (GE Healthcare,
UK) e ocorreram em placas de 96 pogos, com volume final de 10ul contendo 0,5uM do
iniciador Fa ou Rc, aproximadamente 100ng do fragmento de DNA purificado, 4ul de
ETKkit e agua ultrapura suficiente para completar o volume. As reacGes foram realizadas
em um termociclador com 30 ciclos de 95°C por 20s, 60°C por 15s e 60°C por 1min.
Posteriormente, os nucleotideos ndo incorporados foram retirados, adicionando-se 1pl
de acetato de aménio (7,5M) e 25ul de etanol absoluto e, ap6s incubacdo a 25°C por
15min, foi feita centrifugacdo a 4.000xg por 45min a 25°C. O sobrenadante foi
descartado e 150l de etanol 70% foram adicionados as amostras, seguindo de
centrifugagéo a 4.000xg por 15min a 25°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso por agitacdo em vortex com 10ul do tampédo de solubilizacdo contendo
70% de formamida e 1ImM de EDTA.

Os produtos do sequenciamento foram submetidos a leitura no sequenciador
automatico capilar MegaBACE 1000® Long Read Matrix (GE Healthcare, UK) com
uma injecdo de 2kV por 100s e corrida de 6kV por 240min. Cada amostra foi
sequenciada no sentido direto e reverso, e a analise do cromatograma foi feita utilizando
o software Sequence Scanner® (Life Technologies, USA), pela possibilidade da
existéncia de helmintos heterozigotos. Como esse trabalho também objetivou fazer uma
varredura do codon 198, essas andlises foram feitas a partir das 75 amostras
sequenciadas na validacdo da técnica para o codon 200, uma vez que o fragmento

sequenciado contém a regido do cédon 198.
4.11. Purificagdo do DNA

Para purificacdo do DNA excisado do gel, foi utilizado o kit GFX® PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare, UK), segundo recomendacéo do fabricante.

Inicialmente, utilizando uma lamina de bisturi, a banda foi excisada do gel, transferida

para um tubo de microcentrifuga de 1,5ml e pesada em balanca semianalitica, com a
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devida tara. Foram adicionados 10ul de tamp&o de captura para cada 10mg de gel,
seguida de incubacgdo a 60°C até completa dissolucdo. Essa mistura foi vortexizada,
transferida para uma coluna inserida em um tubo coletor e incubada por 1min a
temperatura ambiente, com posterior centrifugacdo a 16.000xg por 30s, para associacao
do DNA na membrana da coluna. O filtrado presente no tubo coletor foi descartado e a
coluna foi reinserida no tubo. Foram adicionados 500ul de tampdo de lavagem na
coluna, com centrifugacdo a 16.000xg por 30s, para remo¢do dos sais e outros
contaminantes da membrana. O tubo coletor foi descartado e a coluna foi inserida em
um tubo de microcentrifuga de 1,5ul, para eluicdo do DNA. Foram adicionados 15ul do
tampdo de eluigdo no centro da membrana da coluna, seguido de incubacdo por 1min a
temperatura ambiente, com posterior centrifugacdo a 16.000xg por mais 1min. O DNA
eluido foi estocado a -20°C.

As amostras para sequenciamento foram purificadas com PEG (Promega, USA)
(20% polietileno glicol 8.000 em solugdo de NaCl 2,5M). Esse procedimento foi
adotado em funcdo do seu baixo custo/beneficio sem prejuizo dos resultados quando
comparado com os Kkits industrializados. A precipitacdo com o sistema PEG foi
realizada misturando-se, em um tubo de microcentrifuga de 0,5ml, 1 volume do produto
amplificado com 1 volume de PEG, seguido de uma intensa homogeneiza¢cdo em um
vortex. Posteriormente, foi realizada uma centrifugacdo a 13.000xg, 25°C por 45min,
com o0 subsequente descarte do sobrenadante e adigdo de 125ul de etanol 80%. Em
sequida, foi realizada uma centrifugacdo a 13.000xg, 25°C por 15min, descarte do
sobrenadante, adigéo de igual volume de etanol 80% e centrifugagdo sob os mesmos
parametros para retirada do excesso de sal. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o

precipitado ressuspendido em 15ul de agua ultrapura.
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5. RESULTADOS
5.1. Selecéo dos iniciadores a partir da ARMS-PCR

Com o objetivo de estabelecer a metodologia para detec¢do do SNP relacionado
a resisténcia aos benzimidazois no codon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1, dois
plasmideos controles foram sintetizados. Os plasmideos denominados TubN e TubM
correspondem, respectivamente, aos fragmentos do gene contendo a sequéncia normal e
ao fragmento de gene contendo a sequéncia mutada. Foram desenhados iniciadores para
serem usados na metodologia da Tetraprimer ARMS-PCR. Pelo principio da técnica,
esses iniciadores devem ter o final da extremidade 3’ pareando exatamente no local
avaliado para a presenca ou ndo da mutacdo. Outro ponto importante seria testar se 0s
iniciadores internos apresentavam especificidade para a sequéncia-alvo. Dessa forma, 0s
diferentes iniciadores desenhados, apresentando ou ndo uma segunda incompatibilidade
em diferentes regides, foram testados com os plasmideos construidos para determinar
quais iniciadores seriam utilizados na analise do SNP no c6don 200 em DNA gendmico.

A Figura 5 mostra o gel com diferentes combinac@es de iniciadores, no intuito
de determinar o melhor iniciador direto, desenhado para detectar o alelo sem a mutagéo.
As amostras utilizadas foram os plasmideos TubN e TubM. Foi verificado que o
iniciador sem a alteracdo de nucleotideo de seguranga, bem como a altera¢do na posi¢ado
2, ndo correspondiam a bons iniciadores: o primeiro por ndo apresentar especificidade,
amplificando ambos os plasmideos, e o segundo por ndo amplificar nenhum dos
plasmideos controles. Tanto os iniciadores Fs3 e Fs4 apresentaram boa especificidade,
se anelando somente na presenca de TubN. Entretanto, optou-se pelo uso de Fs4, pela

presenca da trava no local mais distante da extremidade 3°.
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200pb
100pb

Figura 5 — Determinacéo do iniciador direto para o DNA sem mutacao, apresentado em
gel de agarose 1%. As canaletas 1 e 2 apresentam produto de PCR resultante da
combinacéo de iniciadores FsO e Rc, as canaletas 3 e 4 correspondem a combinacao Fs2
e Rc, as caneletas 5 e 6 a combinagdo Fs3 e Rc, 7 e 8 a Fs4 e Rc. TubN foi utilizado nas
reacOes das canaletas 1, 3, 5 e 7; TubM, nas reacOes das canaletas 2, 4, 6 e 8. As demais
canaletas correspondem aos respectivos “brancos” das reacdes.

A Figura 6, de modo semelhante, mostra o gel com diferentes combinacdes de
iniciadores, entretanto, com a finalidade de avaliar qual iniciador reverso, por sua vez
desenhado para detectar a mutacdo, seria o ideal para esse fim. Todos os diferentes
iniciadores reversos foram usados em combinacdo com o iniciador direto Ra.
Semelhante ao resultado dos iniciadores diretos, as combina¢Ges com os iniciadores Rr0
e Rr2, ndo apresentaram resultados satisfatérios. Apesar de Rr3 também se anelar
somente na presenca da mutacéo, o iniciador de escolha foi Rr4, pela presenca da trava

no local mais distante da extremidade 3’.

200pb
100pb

Figura 6 — Determinacdo do iniciador reverso para 0 DNA com mutagédo, apresentado
em gel de agarose 1%. As canaletas 1 e 2 apresentam produto de PCR resultante da
combinacéo de iniciadores Rr0 e Fa, as canaletas 3 e 4 correspondem a combinacgdo Rr2
e Fa, as caneletas 5 e 6 & combinacdo Rr3 e Fa, 7 e 8 a Rr4 e Fa. TubN foi utilizado nas
reacOes das canaletas 1, 3, 5 e 7; TubM, nas reacOes das canaletas 2, 4, 6 e 8. As demais
canaletas correspondem aos respectivos brancos das reacoes.
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5.2. Padronizagéo da Tetraprimer ARMS-PCR
5.2.1. Alteragéo na concentragdo dos iniciadores

Como os iniciadores internos selecionados apresentavam incompatibilidade, foi
necessario aumentar a concentracdo dos mesmos, no intuito de tentar favorecer o seu
anelamento. Mesmo com a adogdo dessa estratégia, ndo foi obtido um resultado
satisfatorio na técnica de Tetraprimer ARMS-PCR. Entretanto, na reacéo utilizando os
iniciadores em pares, foi observada uma melhor resolucdo das bandas quando se
utilizou concentragdo dos iniciadores internos e externos de 1uM e 0,2uM,
respectivamente.

A Figura 7 mostra os géis com as combinacdes de iniciadores em pares, com
diferentes concentracGes, enquanto que a Figura 8 mostra os géis para a Tetraprimer
ARMS-PCR. A relacdo de concentragdes da Figura 7C foi considerada a mais eficiente,
e por isso passou a ser usada nos experimentos subsequentes. Entretanto, quando foi
testada a Tetraprimer ARMS-PCR, usando os quatro iniciadores, ndo foi obtido um
resultado esperado. Foram visualizadas bandas nao esperadas, abaixo de 300pb e para a
combinacdo com o iniciador reverso resistente ndo foi produzida a banda para o alelo
mutado. Na concentracdo de iniciador da Figura 8C foi também produzido o melhor
resultado, mas ainda insatisfatdrio, mostrando que os iniciadores ndo funcionaram bem

guando usados em conjunto.
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Figura 7 — Teste da concentracao de iniciadores apresentado em gel de agarose 1%. A
relagdo de iniciadores internos e externos foi de 0,5uM/0,1uM (A), 0,5uM/0,05uM (B)
e 1uM/0,2uM (C). As canaletas 1 e 2 correspondem a combinacédo Fa e Rc, 3 e 4 a Fs4
e Rc, e 5e 6 aFae Rr4, com TubN presente nas canaletas 1, 3 e 5, e TubM nas
canaletas 2, 4 e 6. As demais canaletas correspondem aos “brancos das reagdes”.

300pb
200pb

100pb

200pb

100pb 100p

Figura 8 — Tetraprimer ARMS-PCR utilizando DNA plasmidial com diferentes
concentracdes de iniciadores, em gel de agarose 2%. As canaletas 1, 2, 3 e 4
correspondem a TubN, TubM, TubN+TubM e branco, respectivamente. A relacdo de
iniciadores internos e externos foi de 0,5uM/0,1uM (A), 0,5uM/0,05uM (B) e
1uM/0,2uM (C).
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5.2.2. PCR em termociclador de gradiente

N&o obtendo um resultado satisfatorio mesmo com a combinacdo de diferentes
concentracdes, o proximo passo foi aumentar a temperatura de anelamento desses
iniciadores, no intuito de tentar tornar a reacdo mais especifica. Assim, foi realizada
uma PCR em termociclador de gradiente, em temperaturas de anelamento variando de
60°C a 65°C, com a combinagcdo de iniciadores em pares, para determinar a temperatura
ideal com uma boa defini¢do de banda em todas as combinagdes. Também foi realizada
uma reacdo com os quatro iniciadores da Tetraprimer ARMS-PCR.

A Figura 9 mostra que a PCR realizada em termociclador de gradiente
apresentou produtos em todas as temperaturas testadas. Todavia, para a combinacgéo
com os iniciadores internos, foi observado que com o aumento da temperatura, 0s
iniciadores ficaram menos sensiveis. N&o foram obtidos resultados satisfatorios na
Tetraprimer ARMS-PCR.

Pm 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 Pm 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12

3005t
LI

200
100k

Figura 9 — Teste da temperatura de anelamento dos iniciadores em termociclador de
gradiente. A, B e C correspondem aos produtos das reacbes com combinacdo Fa e Rc
(fragmento controle), Fa e Rr4 (fragmento com mutacao), e Fs4 e Rc (fragmento sem
mutacdo), respectivamente, apresentados em gel de agarose 1%. D corresponde ao
produto da Tetraprimer ARMS-PCR, apresentado em gel de agarose 2%. TubN foi
utilizado nas canaletas de 1 a 6. TubM foi utilizado nas canaletas de 7 a 12. De 1 a6 e
de 7 a 12, as reacgdes foram feitas em ordem crescente de temperatura (60°C a 65°C ).



5.2.3. Eliminacao da sequéncia dos plasmideos

Na eventualidade da sequéncia do plasmideo influenciar negativamente na
dindmica de anelamento dos iniciadores, foi realizada uma primeira reacdo de PCR com
TubN e TubM com finalidade de eliminar o DNA plasmidial, seguido de uma
Tetraprimer ARMS-PCR, com duas concentra¢cdes de DNA diferentes. A Figura 10
mostra que mesmo com a eliminacdo da sequéncia dos plasmideos, a técnica nao

apresentou resultado satisfatorio.

300p
200p
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200p

100p 100p

Figura 10 — Produtos da técnica de Tetraprimer ARMS-PCR proveniente de uma
primeira reacdo apresentados em geis de agarose 2%. Nas canaletas 1, 2, 3 e 4 foram
aplicados produtos de reacbes com TubN, TubM, TubN+TubM e “branco”,
respectivamente. O gel A corresponde as reagdes utilizando 20ng de DNA plasmidial,
enquanto o B, as reagdes com 10ng.

5.2.4. Touchdown Tetraprimer ARMS-PCR

Objetivando otimizar a reacdo e anular a presenca de bandas inespecificas, foi
realizada uma reacdo Touchdown Tetraprimer ARMS-PCR utilizando TubN e TubM. A
Figura 11 mostra que houve uma diminuicdo da quantidade de bandas inespecificas da

reacdo, entretanto, a banda do alelo mutado também passa a ndo ser visivel.
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Figura 11 — Produtos da Touchdown Tetraprimer ARMS-PCR apresentados em gel de
agarose 2%. Nas canaletas 1, 2, 3 e 4 foram aplicados produtos de reacées com TubN,
TubM, TubN+TubM e “branco”, respectivamente.

5.2.5. Alteragéo da temperatura dos iniciadores internos

Com a finalidade de favorecer a amplificacdo do produto interno, os iniciadores
internos direto e reverso foram sintetizados com um tamanho menor, para que a
temperatura dos mesmos fosse diminuida em relagdo aos iniciadores externos. A Figura
12 mostra um gel com o produto resultante dessa reacdo, na qual ndo se obteve éxito.
Embora os iniciadores funcionem bem em pares, eles ndo funcionam na combinacgéo de
quatro iniciadores. A banda do alelo mutado desaparece quando os quatro iniciadores

sdo colocados juntos.

300pb
200p

100p!

Figura 12 — Produtos da reacdo com os iniciadores internos de menor tamanho,
apresentados em gel de agarose 2%. As canaletas 1 e 2 correspondem ao produto da
reacdo com combinacdo Fa e Rc; as canaletas 3 e 4, a combinacdo Fs4<e Rc; 5e 6 a
combinacdo Fa e Rr4<. Nas canaletas 7, 8 e 9 foram aplicados os produtos da reacao de
Tetraprimer ARMS-PCR. Nas canaletas 1, 3, 5 e 7 foi aplicado produto da reagédo com
TubN; nas canaletas 2, 4, 6 e 8, produto da reacdo com TubM. A canaleta 9 apresenta
produto da reagdo com TubN+TubM. As demais canaletas correspondem aos “brancos”
das reacoes.
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5.2.6. Utilizagao de DNA gendmico

Apesar de todas as estratégias adotadas, ndo se obteve éxito com a reacao de
Tetraprimer ARMS-PCR utilizando DNA plasmidial. Ainda assim, essa técnica foi
testada utilizando DNA genbémico isolado de vermes individuais, que também nao
apresentou resultado satisfatorio. A Figura 12 mostra o resultado da Tetraprimer
ARMS-PCR utilizando DNA genémico.

)

Pm 1 2 3 4 5 6 7

300p
200p

100pb

Figura 13 — Produtos da Tetraprimer ARMS-PCR utilizando DNA gendmico,
apresentados em gel de agarose 2%. Nas canaletas de 1 a 6 foram aplicados produtos
provenientes das reacdes utilizando seis amostras diferentes. A canaleta 7 corresponde
ao “branco” da reacéo.

5.3. Varredura da mutac¢do no cédon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum
a partir da técnica de ARMS-PCR

Tendo em vista que todas as tentativas de padronizagdo da Tetraprimer ARMS-
PCR ndo resultaram em resultados confidveis, optou-se pela realizagdo da ARMS-PCR,
no formato de duas reacGes individuais para determinacdo da frequéncia alélica das
populacdes em estudo. Dos 162 vermes coletados em Minas Gerais, ocorreu
amplificacdo de 124 amostras (66 machos e 58 fémeas), de modo que a mutacgao estava
presente em apenas um verme (frequéncia de 0,8%). Das 142 amostras do Piaui, 110
amplificaram (38 machos e 72 fémeas), sendo que nao foi observada mutacdo no cdédon
200 dessa populacdo. A Figura 14 e 15 mostram um gel demonstrativo da varredura da
mutacdo no codon 200 do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum coletados em

Minas Gerais e no Piaui, respectivamente.
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Figura 14 — Gel de agarose 1% demonstrativo da varredura da muta¢do no c6don 200
do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum coletados em Minas Gerais. As canaletas
identificadas com numero impar correspondem ao produto de PCR com combinacao
para detectar o fragmento sem mutacdo (Fs4 e Rc). As canaletas com numero par
correspondem ao produto da PCR com a combinacdo para detectar a mutacdo (Fa e
Rr4). Nas canaletas de 1 a 4 foram utilizados controles (1 e 3: TubN; 2 e 4: TubM). Das
canaletas 5 a 52, os produtos das duas reacfes para a mesma amostra de DNA gendmico
se encontram uma ao lado da outra. As canaletas 53 e 54 correspondem aos “brancos”
das reacoes.
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Figura 15 — Gel de agarose 1% demonstrativo da varredura da mutacdo no cédon 200
do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum coletados no Piaui. As canaletas
identificadas com nimero impar correspondem ao produto de PCR com combinacéo
para detectar o fragmento sem mutacdo (Fs4 e Rc). As canaletas com numero par
correspondem ao produto da PCR com a combinacdo para detectar a mutacdo (Fa e
Rr4). Nas canaletas de 1 a 4 foram utilizados controles (1 e 3: TubN; 2 e 4: TubM). Das
canaletas 5 a 52, os produtos das duas reacfes para a mesma amostra de DNA genémico
se encontram uma ao lado da outra. As canaletas 53 e 54 correspondem aos “brancos”
das reacoes.
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5.4. Validacao da técnica molecular padronizada através do sequenciamento

O sequenciamento da regido do cdédon 200 de 75 vermes (35 do Piaui e 40 de
Belo Horizonte) permitiu validar a técnica padronizada, confirmando a eficacia da
mesma. A Figura 16 mostra um cromatograma representativo da porcentagem dos
helmintos que né&o apresentou mutacdo, enquanto a Figura 17 mostra um cromatograma
correspondente a Unica amostra que apresentou mutacao. Na Figura 17, os dois picos na

regido do codon 200 correspondem aos dois alelos, um mutado e um normal.

S0 1200 1250 00 250 M) HWED
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Figura 16 — Cromatograma correspondente ao sequenciamento da porcentagem dos
helmintos que ndo apresentaram mutacdo no cédon 200. A presenca de apenas um pico
para a segunda timina do cdédon destacado revela um helminto homozigoto dominante.

Figura 17 — Cromatograma correspondente ao sequenciamento do Unico helminto que
apresentou mutagdo no codon 200. A presenca de dois picos para a adenina no codon
destacado revela um helminto heterozigoto.
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5.5. Varredura do cddon 198 do gene da B-tubulina isotipo 1 de A. caninum a partir do

sequenciamento

Para o cddon 198 foram analisadas as mesmas sequéncias utilizadas na validacao
da técnica desenvolvida para o cddon 200. A varredura da mutacdo do cddon 198 néo
mostrou nenhuma alteracdo nas populacGes analisadas. A Figura 18 mostra um
cromatograma representativo do sequenciamento da regido do codon 198, com a

sequéncia correspondente ao alelo sem mutacdo GAG.
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Figura 18 — Cromatograma correspondente ao sequenciamento da varredura realizada
no cédon 198.
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6. DISCUSSAO

A resisténcia anti-helmintica aos benzimidazois tem se mostrado um problema
cada vez mais frequente, principalmente em nematddeos de importancia veterinaria.
Nos ultimos anos, trabalhos vém ressaltando a relevancia desse problema em helmintos
de humanos, inclusive evidenciando mecanismos moleculares semelhantes, os quais
estdo relacionados com SNPs no gene da B-tubulina (Schwab et al. 2005; Diawara et al.
2013a). Considerando que quanto mais precoce for a deteccdo desses SNPs, maior € a
possibilidade de intervencédo para retardar esse processo, com a realizagéo de testes que
sejam sensiveis a ponto de detectar niveis minimos de resisténcia (Roeber et al. 2013).

A padronizacdo de uma técnica molecular nem sempre é simples e a
extrapolacéo de protocolos espécie-especificos podem ndo funcionar. Por exemplo, para
andlise do cddon 200 de N. americanus através de ARMS-PCR, Albonico et al. (2004)
n&o adicionaram uma segunda incompatibilidade nos iniciadores, enquanto que Ye et al.
(2001) evidenciaram a necessidade de adicdo de uma incompatibilidade na posicéo 2 da
extremidade 3°. Esses dados contrariam os resultados obtidos no presente trabalho. Os
iniciadores sem incompatibilidade ndo apresentaram boa especificidade, se anelando na
sequéncia independente de haver mutacdo ou ndo. Enquanto que iniciadores com
incompatibilidade na posi¢do 2 da extremidade 3’ ndo permitiram o anelamento dos
mesmos, independente da sequéncia-alvo. Os resultados somente foram satisfatorios
quando usados iniciadores com incompatibilidade na posicdo 3 ou na posicdo 4 da
extremidade 3°.

No tocante as estratégias adotadas, em pares e em reacles individuais, foi
necessario o favorecimento dos iniciadores internos. De fato, alguns trabalhos relataram
essa necessidade quando utilizados iniciadores com incompatibilidade (Ye et al. 2001,
Mufioz et al. 2009). De forma semelhante, nas outras tentativas de aperfeicoar a
Tetraprimer ARMS-PCR, ndo se obteve éxito, todavia, a ARMS-PCR permitiu a analise
do SNP do codon 200 das populacdes estudadas. Para Jabbar et al (2006), essa técnica
corresponde a um importante meio para investigar as frequéncias de SNPs em
nematddeos. E importante salientar que o processo seria mais rapido e mais barato se
fosse utilizada a Tetraprimer ARMS-PCR, entretanto, isso ndo comprometeu o

resultado final do trabalho.
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Para A. caninum, alguns testes moleculares para deteccdo de SNPs ja foram
propostos (Schwenkenbecher et al. 2007; Schwenkenbecher & Kaplan 2009).
Entretanto, esses testes funcionaram eficientemente apenas para o controle produzido
artificialmente, impedindo que a técnica fosse validada, uma vez que a ocorréncia de
alelos naturais para o fendtipo de resisténcia ndo foram encontrados. Além disso, essas
metodologias exigem aparelhagem adequada para qPCR e a analise dos resultados
podem induzir a erros. Por outro lado, para a execu¢do da ARMS-PCR, o0 uso de um
termociclador convencional é suficiente e o resultado é obtido de forma direta, sem
necessidade de analise de graficos. Assim, considerando que 0 sequenciamento
realizado nesse trabalho confirmou os resultados obtidos, pode-se afirmar que a técnica
molecular desenvolvida corresponde a um método sensivel, especifico, reprodutivel e de
baixo custo para deteccdo da mutacdo no cdédon 200.

A sistematizacdo dessa ferramenta molecular se torna crucial tendo em mente
que, aliado ao fato de testes fenotipicos serem poucos sensiveis, a maior quantidade de
ovos liberados nas fezes dos cdes ndo necessariamente significa uma maior carga
parasitaria. Dependendo do grau de aglomeracdo no hospedeiro, o préprio A. caninum
modula a oviposi¢do (Krupp 1961). Dessa maneira, em cées, fazer o diagnostico
fenotipico de resisténcia desse helminto, baseado apenas na quantificacdo dos ovos
antes e pos-tratamento pode ndo condizer aos reais niveis de resisténcia. De modo
semelhante, outros testes in vitro também ja foram propostos para diagnostico
fenotipico de resisténcia em ancilostomideos (Kotze et al. 2004, Albonico et al. 2005,
Kotze et al. 2009). Contudo, com bioensaios, 0 processo de resisténcia somente é
detectado quando a populacgdo resistente ja esta estabelecida (Papadopoulos 2008).

Apesar de ndo ter sido realizada PCR para genes constitutivos, o fato de que nem
todas as amostras amplificaram para pelo menos uma combinacdo de iniciador, leva a
crer que o método de extracdo de DNA ndo foi 100% eficiente. Todavia, isso nao
comprometeu o resultado do experimento. Além do mais, pelo fato de também ter sido
utilizado DNA de vermes fémeas, caso fosse detectada a mutacdo nesse sexo, seria
possivel que o DNA dos ovos no Utero estivesse relacionado com esse fendbmeno
(Schwenkenbecher & Kaplan 2009). Entretanto, a deteccdo da mutacdo nesse

experimento ocorreu apenas em verme macho.
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Padronizada a técnica, foi realizada uma varredura para mutacées no gene da p-
tubulina relacionadas a resisténcia aos benzimidazdis, utilizando parasitos obtidos de
dois estados brasileiros separados geograficamente. A varredura realizada nesse
trabalho detectou uma baixa frequéncia da mutacéo no codon 200 do gene da B-tubulina
isotipo 1 de A. caninum. Esses dados corroboram os resultados de Diawara et al.
(2013a), que detectaram frequéncia da mutacdo no cédon 200 em 2,3% de ovos de
ancilostomideos coletados de fezes de humanos do Quénia, enquanto que, N0 mesmo
trabalho, no Haiti e no Panama esse mutacdo ndo foi encontrada. Dessa forma, a
presente pesquisa foi a primeira a detectar muta¢do no cddon 200 do gene da B-tubulina
isotipo 1 de A. caninum.

A frequéncia da mutacao no codon 200 identificada nesse trabalho foi inferior as
frequéncias relatadas para outros nematodeos. Por exemplo, Beech et al. (1994)
determinaram uma frequéncia de 46% de H. contortus (Tyr/Tyr)20 antes de receberem
uma nova dose de tratamento, enquanto que Santos et al. (2014) determinaram
frequéncia de 36,42% para esse codon, nessa mesma espécie. Entretanto, vale ressaltar
que as populagdes naturais de H. contortous, presentes em diferentes regides do mundo,
ja apresentam uma alta frequéncia de resisténcia aos benzimidazois, tendo em vista que
essas drogas ja vém sendo usada em rebanhos ha varios anos (Barrére et al. 2012).
Schwab et al. (2005) detectaram essa alteracdo em W. bancrofti, de maneira que esse
polimorfismo foi 31,6% maior na populacdo tratada quando comparada com a
populacdo ndo-tratada, evidenciando a vulnerabilidade da ADM como estratégia de
controle. Recentemente também foram relatadas mutacdes no codon 167, 198 e 200 em
T. trichiura coletados a campo em diferentes regides, de modo que para (Tyr/Tyr)aq0 de
helmintos coletados do Haiti, a frequéncia desse gendtipo em individuos antes do
tratamento foi de 3,1%, com aumento para 55,3% no pds-tratamento (Diawara et al.
2013a).

A presenga da mutacdo relatada nesse trabalho demonstra que dentro da
populacdo analisada, existe uma subpopulacdo de individuos com possivel capacidade
genética para sobreviver ao tratamento com benzimidazoéis (Melo & Bevilaqua 2005).
Consequentemente, caso essa populacdo seja exposta a droga, a populacdo sensivel
pode ser eliminada, de maneira que a proxima geracao consistira da progénie somente

dos parasitos que sobreviveram ao tratamento, herdando a capacidade de sobreviver na
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presenca da droga (Prichard et al. 2012). Essa questdo se torna premente quando no
Brasil o tratamento com anti-helminticos de animais domésticos, principalmente os de
companhia, vem sendo indicada com intervalos curtos e pré-determinados sem um
acompanhamento de exames de fezes.

Falhas nos tratamentos com benzimidazois contra ancilostomideos tém sido
relatadas em paises como Mali, Tanzénia e Vietna (De Clercq et al. 1997, Albonico et
al. 2003, Flohr et al. 2007). Em Gana, ensaios de eclosdo de larvas in vitro mostraram
uma tendéncia de reducéo da sensibilidade ao albendazol no pos-tratamento de criangas
infectadas com N. americanus (Humphries et al. 2013). Na llha de Pemba, Albonico et
al. (2004) relataram reduzida sensibilidade de N. americanus e A. duodenale ao
albendazol em escolares submetidos a ADM periddica, mas ndo detectaram alteracdo no
aminoacido 200 da B-tubulina, levantando a hipotese que, se presente na populagéo, o
alelo mutado apresenta baixa frequéncia, possivelmente menor que 1%.

No Brasil, ndo existem trabalhos publicados que abordem esse assunto em
ancilostomideos. Portanto, os dados obtidos nessa pesquisa reforcam a necessidade de
monitoramento de populacGes brasileiras. Inclusive, € possivel que um quadro
semelhante ocorra em ancilostomideos de humanos, porém, outros trabalhos séo
necessarios para confirmar essa hipotese. 1sso tende a agravar o quadro de parasitoses,
principalmente em &reas com baixos niveis de saneamento basico, uma vez que oS
individuos, em constante exposicdo, podem se reinfectar, aumentando a carga
parasitaria albergada, que ndo é efetivamente eliminada pelo tratamento.

No que concerne & varredura realizada no codon 198, ndo foi observada
alteracdo nas populagdes estudadas. Schwenkenbecher e Kaplan (2009) também néo
relataram mutacdo no cddon 198 de A. caninum coletados de cdes dos Estados Unidos.
Essa mutacdo somente foi descrita para H. contortus e para T. trichiuria (Ghisi et al.
2007, Diawara et al. 2013a). Apesar de alguns trabalhos tentarem relacionar essa
mutacdo com outros nematddeos, isso ainda ndo foi descrito, como por exemplo, para
ancilostomideos de humanos, A. lumbricoides e ciatostomineos de equinos (Blackhall et
al. 2011, Diawara et al. 2013a).

Nesse trabalho, as amostras sequenciadas para validar a técnica molecular
desenvolvida para o codon 200 foram as mesmas para fazer a varredura da mutagao no

cddon 198. Dessa forma, o niamero de amostras foi restrito, o que pode ter influenciado
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na auséncia de deteccdo desse SNP. E possivel que essa mutagdo ndo seja geralmente
descrita para outros nematddeos pela propria escassez de investigacao.

Das amostras analisadas nesse trabalho, a amostra que apresentou mutacdo no
codon 200 era (Tyr/Phe),go, a qual ndo apresentou alteragdo no coédon 198. Diawara et
al. (2013a) relataram em ancilostomideos de humanos apenas (Tyr/Tyr),p, Nnao
detectando alteracdo nos outros dois codons. Em H. contortus, Barrére et al. (2012) ndo
detectaram mutacao no cddon 198, todavia, observaram polimorfismos no cdédon 167 e
200, evidenciando que a heterozigose simultanea pode resultar em altos niveis de
resisténcia. MutagBes homozigoéticas recessivas simultaneas nunca foram encontradas
em nenhuma espécie, 0 que sugere que a B-tubulina pode tolerar uma mutacdo, mas
duas mutacbes a tornam disfuncional e incompativel com a vida (Hodgkinson et al.
2008). Os resultados de Mottier e Prichard (2008) corroboram essa ideia.

Elard e Humbert (1999) demonstraram que, ap6s tratamento com benzimidazol
de pequenos ruminantes infectados com T. circumcincta, apenas (Tyr/Tyr),qo resistiram
ao tratamento, sendo que 0s genotipos (Tyr/Tyr)z0, (Tyr/Phe),g € (Phe/Phe)ygg estavam
inicialmente presentes. Enquanto que para a mesma espécie, Silvestre e Cabaret (2002)
relataram sobrevivéncia de populagfes (Phe/Phe),q, mas que eram mutadas na posigao
167, sendo (Tyr/Tyr)ie7 ou (Tyr/Phe)is7, concluindo que apenas a mutagéo no codon
167, tanto em homozigose recessiva como em heterozigose, foi suficiente para permitir
resisténcia ao tratamento. Para A. lumbricoides, foi relatada sobrevivéncia de
populacdes desse helminto quando se apresenta em (Tyr/Phe)igz, com auséncia da
mutacdo nos outros dois cédons (Diawara et al. 2013a). Assim, & possivel que a
alteracdo em apenas um dos alelos do c6don 200 de A. caninum, como observado no
presente trabalho, seja fator suficiente para conferir resisténcia ao tratamento.

Em ciatostomineos de equinos, divergindo da maioria dos achados para outras
espécies, o polimorfismo no coédon 167 foi mais frequente do que no cddon 200
(Blackhall et al. 2011). Pela proximidade filogenética, é possivel que 0 mesmo também
ocorra em ancilostomideos. Schwenkenbecher et al. (2007) detectaram o SNP no codon
167 e 200 em N. americanus e A. duodenale obtidos de criangas em area submetida a
ADM nperiodica, todavia, numa frequéncia muito baixa, associando esses dados com
possivel variacdo experimental e ndo propriamente com presenca dos alelos. Portanto,

sugere-se que mais trabalhos relacionados a esse cddon sejam realizados.
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Pelo fato dos vermes genotipados nesse trabalho serem provenientes de cdes
errantes capturados e sacrificados pelos CCZ de cada cidade, ndo foi possivel levantar o
historico de vermifugacdo desses animais. Por se tratarem de cédes de rua, acredita-se
que sdo animais que nunca foram submetidos ou foram submetidos poucas vezes a
tratamentos anti-helminticos. Assim, ja era esperada uma menor frequéncia dos SNPs
nessa populagcdo quando comparada com as frequéncias observadas em nematodeos de
ruminantes, os quais sdo submetidos periodicamente a tratamentos anti-helminticos
(Molento 2004). Vale reforcar que, mesmo sem sofrerem uma pressdo de selecdo por
uso de drogas, alguma proporcéo da populacdo de vermes albergados pode apresentar
polimorfismo relacionado a resisténcia.

Ainda considerando que os cdes utilizados nesse trabalho se tratam de animais
errantes, podem ser levantados dois pressupostos. O primeiro é que, embora a mutagédo
exista na populagédo de A. caninum analisada, pela baixa probabilidade de terem sofrido
qualquer selecdo por uso de anti-helminticos, esse alelo mutado tende a ser diluido na
populacdo. Isso, por sua vez, tende a retardar o acimulo de alelos de resisténcia na
populacdo em questdo. Por outro lado, como segundo pressuposto, pelo fato dos cées
vagarem pelas ruas, isso aumenta a possibilidade de disseminagdo do alelo mutado, com
constante contaminagdo do ambiente.

E provéavel que cies domiciliados apresentem uma maior frequéncia de vermes
resistentes, uma vez que a possibilidade de ter sido submetido a um tratamento
periddico é maior. O proprio controle preconizado para helmintos em cées constitui um
potencial meio de selecdo de parasitos resistentes. Por exemplo, cadelas prenhas
infectadas por A. caninum podem transmitir o parasito aos filhotes por via lactogénica
(Arasu & Heller 1999). Altas dosagens de benzimidazois e aplicacdes diarias por um
periodo prolongado podem prevenir ou reduzir significativamente essa via de
transmissdao (Kramer et al. 2009). H& a indicacdo de tratamento anti-helmintico no
periodo periparto de cadelas prenhas, e da ninhada, pelo menos em dois momentos, uma
por volta de duas semanas de vida e outra duas semanas ap0s, de modo que filhotes
desmamados e cdes adultos devem ser tratados a cada trés ou seis meses, conforme risco
epidemiologico.

Como mencionado anteriormente, A. caninum € um nematodeo agente de

infeccOes cutdneas em humanos e, de acordo com Caumes (2003), o tratamento pode ser
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feito com benzimidazois, seja em uso topico ou oral. E possivel que a larva migrans
cutanea causada por parasitos com SNPs no gene da B-tubulina ndo respondam a esse
tratamento, acarretando em uma maior persisténcia da infeccdo, uma vez que 0s
benzimidazois apresentam 0 mesmo mecanismo de acdo para diferentes formas
evolutivas do helminto.

N&o pode ser descartada também a hipétese de que outros mecanismos estejam
envolvidos no processo de resisténcia aos benzimidazois em ancilostomideos. Albonico
et al. (2004) tentaram selecionar uma cepa de ancilostomideos resistente, apds
purificacdo dos ovos e exposi¢do dos mesmos ao tiabendazol. As analises moleculares
ndo detectaram mutacdo no codon 200 das larvas provenientes desses ovos. A selegdo
de cepa de Giardia lamblia resistente aos benzimidazdis também foi realizada por
Arglello-Garcia et al. (2009), que ndo detectaram mutacdes no gene da B-tubulina. Em
fungos, resisténcia aos benzimidazois ja foi associada com mutacdo no gene da pB-
tubulina isotipo 1, nos cddons 6, 50, 134, 165, 167, 198, 200 e 240 (Robinson et al.
2004; Ma et al. 2005). E possivel que essas alteracbes estejam presentes em
nematodeos, haja vista 0 mesmo mecanismo de acdo da droga nesses diferentes
organismos.

Kopp et al. (2007) relataram altos niveis de resisténcia ao tratamento com
pirantel em cées infectados com A. caninum, destacando a necessidade de vigilancia e
uso mais criterioso de anti-helminticos em pequenos animais. Fato semelhante foi
relatado em humanos infectados com A. duodenale na Australia, também tratados com
pirantel (Reynoldson et al. 1997). N&o se sabe ao certo 0s mecanismos que estdo
relacionados a esse evento, mas estudos sugerem que sejam causados por mudancas nos
receptores nicotinicos de acetilcolina dos helmintos (Martin et al. 2012). No presente
trabalho, o fato de ter sido encontrada uma porcentagem de parasitos com alelo
relacionado a resisténcia aos benzimidazois pode sugerir que essa subpopulagdo ndo
responda, inclusive, ao tratamento com outras classes de medicamentos. Existem relatos
de outras drogas que ndo fazem parte do grupo dos benzimidazéis, mas que podem néo
ser efetivas na presenca de alteragfes na B-tubulina, como por exemplo, as avermectinas
(Mottier & Prichard 2008).

No tocante a frequéncia dos SNPs por estado, a porcentagem descrita com

mutacdo no codon 200 somente foi encontrada em uma Unica amostra de Belo
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Horizonte. N&o hé razdes Obvias para acreditar que essa mutacdo ndo esteja presente no
Piaui ou em outros estados brasileiros, porém sdo necessarios mais estudos com um
maior nimero de amostras para corroborar essa hipotese. O préprio fato de ter coletado
esses helmintos de um ndmero reduzido de cdes caracteriza-se como um viés do
trabalho, uma vez que a diversidade genética pode ser menor numa populagéo albergada
pelo mesmo hospedeiro.

A introducdo de um animal albergando subpopulacfes de parasitos resistentes
em um novo grupo pode ser um dos fatores relacionados ao surgimento desses
genotipos em determinada regido. Por exemplo, o primeiro relato de resisténcia na
Espanha foi descrito apds importacdo de caprinos do Reino Unido (Requejo-Fernédndez
et al. 1997). Varady et al (1994) relataram importacdo internacional de parasitos
resistentes de pequenos ruminantes da Nova Zelandia. Isso pode ser extrapolado
inclusive para parasitos de humanos de regides que passam por constante ADM, que ao
se deslocarem, por motivos de trabalho ou lazer, podem dispersar os alelos relacionados

a resisténcia (Diawara et al. 2013a).
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que existe uma baixa frequéncia da mutacdo no cédon 200 do gene
da B-tubulina isotipo 1 na populacdo de A. caninum analisada de Belo Horizonte,
entretanto, sem associacdo com SNP no cédon 198. Em contraste, ndo foram observadas
mutacOes na populacdo de Teresina. Isso ndo torna o problema de resisténcia menos
grave em A. caninum. Existindo a mutacdo, embora em baixa frequéncia, é possivel que
um tratamento recorrente selecione cepas de parasitos resistentes, evidenciando a
necessidade de monitoramento do processo.

A sistematizagdo das analises moleculares realizadas nesse trabalho possibilita o
conhecimento precoce do estabelecimento ou do aumento da frequéncia de
polimorfismos relacionados a resisténcia. Sugere-se que novas pesquisas sejam feitas no
intuito de realizar uma pressé@o de selecdo em cées experimentalmente infectados com
A. caninum, para caracterizar, de forma mais detalhada, 0os mecanismos genéticos

envolvidos no processo de resisténcia aos benzimidazdis nessa espécie.
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CERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo n® 328 /2012, relativo ao projeto intitulado "Caractenzagdo molecular dos mecanismos envolvidos na
resisténcia a anti-helminticos em ancilostomideos”, que tem como responsavel ELIDA MARA LEITE RABELO, esta de acordo com
05 Principios Eticos da Experimentagio Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animails (CEUA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 08/11/2012, Este certificado espira-se em 03/11/2017.
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We hereby certify that the Protocol n®. 328 / 2012, related to the Project entilted "Molecular characterization of the mechanisms
imvolved in resistance to anthelmintics in hookworms®, under the superision of ELIDA MARA LEITE RABELD, is in agreement with
the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMEG), and
was appraved in 08/11/2012. This certificates expires in 08/11/2017.
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