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RESUMO

O uso inadequado de drogas para o controle das doengas parasitarias induz a
selecdo genética de subpopulacdes de parasitos resistentes. As glicoproteinas P (Pgps)
sdo transportadores ABC cujas variacGes alélicas e de expressdo génica estdo
envolvidas com a resisténcia a drogas anti-helminticas. O Caenorhabditis elegans é um
nematodeo de vida livre que apresenta alta similaridade fisiologica, molecular e
morfolégica com 0s nematddeos parasitas. A interferéncia genética mediada por RNA
fita-dupla (dsRNA) é uma ferramenta valiosa na analise da funcdo de genes em
C.elegans. O projeto propde induzir a resisténcia ao anti-helmintico ivermectina em
C.elegans, e avaliar as diferencas de expressao génica quando realizado o silenciamento
em relacdo aos vermes selvagens. A linhagem resistente foi obtida utilizando-se
subdosagens crescentes de ivermectina durante sucessivas passagens in vitro. Apos 48
semanas de selecdo induzida foi obtida linhagem resistente a 30 ng/mL de ivermectina.
Os RNAs de C.elegans resistentes e susceptiveis foram extraidos e os cDNAs
produzidos. Doze genes de Pgps foram selecionados e a partir deles desenhados primers
para amplificacdo das sequéncias génicas pela técnica de PCR e gPCR. A analise das
alteracbes nas expressdes génicas foram executadas por gPCR comparando-se a
linhagem resistente em relacdo a selvagem. Os resultados mostram que apenas 16.66%
dos genes estdo positivamente regulados em relacdo ao selvagem. Posteriormente essas
sequéncias foram clonadas em vetor e transformadas em cepa bacteriana adequada. O
ensaio de silenciamento baseou-se em alimentar os vermes com bactérias produtoras do
dsRNA e alteragdes na expressdo desses genes foram analisadas pela qPCR. Foram
obtidos uma reducdo de 97% da Pgp 4 e 93% da Pgp 12, para as linhagens selvagem e
resistente respectivamente; ensaios bioldgicos de fenotipo avaliando a motilidade e
morte celular apds o silenciamento mostraram que a Pgp 4 esta diretamente relacionada
ao fendtipo de susceptibilidade e a Pgp 12 relacionada ao fenétipo de resisténcia a
ivermectina. Além disso, foi feito um estudo comparativo da distancia de
glicoproteinas-P de nematddeos evidenciando que as Pgps de C. elegans sdo muito
proximas das glicoproteinas de diversos nematodeos parasitos, permitindo uma possivel
extrapolacdo dos dados. Este estudo contribuiu para a compreensdo dos mecanismos

envolvidos na resisténcia a anti-helminticos em nematddeos.
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ABSTRACT

Improper use of drugs for parasitic diseases control induces genetic selection of
resistant parasites subpopulations. The P-glycoproteins (PGPS) are ABC transporters
whose allelic variations and gene expression are involved in resistance to anthelmintic
drugs. Caenorhabditis elegans is a free-living nematode that has high physiological,
molecular and morphological similarity with nematode parasites. The genetic
interference mediated by double-stranded RNA (dsRNA) is a valuable tool in the
analysis of gene function in C.elegans. The project aimed to induce resistance using
anthelmintic ivermectin in C.elegans, and evaluate the differences in gene expression
and phenotyping applying Pgp silencing in wild-type and resistant worms. The resistant
strain was obtained using increasing doses of ivermectin during successive passages in
vitro. After 48 weeks of selection it was obtained a resistant strain (30 ng/ml of
ivermectin). The RNAs were extracted from resistant and susceptible C.elegans and
converted in cDNAs. It was designed primers for amplification of 12 Pgps gene
sequences by PCR and qPCR. The analysis in gene expression changes were performed
by qPCR comparing the resistant and wild-type strains. The results showed that only
16.66% of the genes are up-regulated in resistant group compared to the wild-type.
Subsequently, these sequences were cloned into vectors and transformed in suitable
bacterial strain. After that, the worms were feeding with this transformed bacterial and
expression changes of these genes were analyzed by gPCR. It was obtained silencing of
99% for Pgp 4 and 94% for Pgp 12 in the resistant strains, in comparison to wild-type
(97% and 93%, respectively). Phenotype assays evaluating motility and cell death after
the silencing showed that Pgp 4 is related to the susceptibility of ivermectin and Pgp 12
related to resistant phenotype. In addition, it was performed a study comparing the
distance of P-glycoproteins in nematodes showing that C. elegans Pgps are very close to
those of various parasitic nematodes, allowing a possible extrapolation of data. This
study contributed to the understanding of the mechanisms involved in anthelmintic

resistance in nematodes.






1. INTRODUCAO



1.1 Doencas Parasitarias Causadas por Helmintos

As doencas parasitarias humanas causadas por geohelmintos acometem mais de
1 bilh&o de pessoas no mundo (Tabela 1) e mais de 5 bilhdes estdo em area de risco de
infeccdo (Chammartin, 2013). As geohelmintoses ocasionam perda de 5 a 39 milhdes de
anos de vida ajustados por incapacidade (DALYs) (Murray et al., 2012) atribuidos
principalmente a anemia e reducédo do desenvolvimento fisico e cognitivo causados pelo
parasitismo (Strunz et al., 2014). As maiores prevaléncias sio registradas na Africa,
Asia e América Latina, onde as condicdes socio-econdmicas e sanitarias sio ainda
muitas vezes precérias. Trabalhos como o de Ziegelbauer e colaboradores (2012) e de
Strunz e colaboradores (2014) mostram que 0 acesso ao saneamento basico, tratamento
de 4gua e uso de sapatos sdo fatores extremante importantes que diminuem a
prevaléncia de infecgdes por helmintos transmitidos pelo solo em locais onde antes a
taxa de infeccdo era alta. No Brasil, a prevaléncia dessas helmintoses também é alta
(Figura 1) e esta fortemente relacionada aos niveis socio-econdmicos, sendo a

populacéo carente a mais afetada (Hotez et al., 2005).

Numero de pessoas infectadas com helmintos transmitidos pelo solo (milhdes)

Ascaris lumbricoides 807-1221

Trichuris trichiura 604-795

Necator americanus e Ancylostoma duodenale 576-740
Strongyloides stercoralis 30-100

Tabela 1: InfeccBes causadas por helmintos transmitidos pelo solo. Fonte: Adaptada de Bethony et al.,
2006.

Legenda:
<1%
>1-1 O‘V% Trichuris trichiura e
.2 ;8:%802’ Ascaris lumbricoides
e >50%
= >0-1 O‘V% Necator americanus e
= >10-30% Ancylostoma duodenale
-

> 30-50%

Figura 1: Mapa do Brasil mostrando a prevaléncia das helmintoses transmitidas pelo solo. Fonte: Baseada
em dados da OMS de 2010 e no Atlas Global de Infec¢Bes por Helmintos (www.thiswormyworld.org).




As espécies de helmintos denominadas pela Organizacdo Mundial da Saude
como geohelmintos ou helmintos transmitidos pelo solo s&o: Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale e Necator americanus, porém alguns
autores ja incluem a espécie Strongyloides stercoralis no mesmo grupo (Krolewiecki et
al., 2013; Strunz et al., 2014; Marcos & Machicado, 2014). As pessoas sdo infectadas
apos a ingestdo de ovos do solo ou alimentos contaminados (A. lumbricoides e T.
trichiura), ou por meio de penetracdo ativa da pele por estagios larvais infectantes
presentes no solo contaminado (ancilostomiase e estrongiloidiase). O hospedeiro
parasitado por estas espécies pode apresentar quadros de desnutricdo, anemia e diarreia,
0 que pode interferir no desenvolvimento intelectual da populagdo mais jovem que séo,
em geral, os mais acometidos (OMS, 2014). Assim, faz-se necessario intervencdo para o
controle dessas parasitoses, seja pela melhoria de condi¢des de vida ou pelo tratamento
especifico dos individuos parasitados.

Na medicina veterindria as infeccbes por nematédeos sdo extremamente
frequentes e podem tornar-se um empecilho para a produgéo de animais, pois 0s custos
com os tratamentos e profilaxias tornam a producdo invidvel devido aos gastos
excessivos (MacRae, 1993; Aradjo et al., 2004). Essas helmintoses sdo ainda mais
relevantes quando a criacdo de animais é feita pelo sistema de manejo extensivo, uma
vez que estes ficam mais expostos aos agentes parasitarios (Roepstorff & Murrell,
1997). As infeccbes com nematddeos gastrointestinais em animais de criacao
determinam importantes perdas econémicas devido tanto a mortalidade, quanto a
reducdo na produtividade dos animais (Amarante, 2004; Aradjo et al., 2006).

No Brasil, os principais nematddeos parasitos de ruminantes de producdo sdo
representados pelos seguintes géneros: Cooperia, Haemonchus, Trichostrongylus,
Ostertagia, Nematodirus, Oesophagostomum, Strongyloides, Dictyocaulus e
Bunostomum (Lima, 2000; Ramos et al., 2004; Amarante et al., 2004; Costa, 2007). A
ocorréncia e prevaléncia das infec¢des por estes nematddeos podem variar de acordo
com a regido, uma vez que fatores como clima, idade, raca, tipo de exploracdo (leite,
corte ou misto), manejo e pastagens podem influenciar na epidemiologia das parasitoses
(Reis, 2004). Nas criacbes de bovinos do sudeste brasileiro é estimado um indice de
mortalidade de bezerros entre 5 e 10%, principalmente em rebanho leiteiro, devido as
infec¢Bes helminticas (Silva & Lima, 2009). A medida de controle mais utilizada para
estes nematddeos € o uso regular de anti-helminticos (Wagner & Polley, 1997; Gerwert
et al., 2002).



As principais classes de farmacos anti-helminticos utilizados para o tratamento
dessas parasitoses sdo: os benzimidazois, que atuam modificando a estrutura celular dos
nematddeos (Lancey & Gill, 1994); os imidotiazois, que atuam sobre os receptores
nicotinicos das células musculares induzindo a abertura dos canais i6nicos, aumentando
a conducéo de sodio e despolarizacdo da membrana, causando a contracdo muscular e
paralisia dos parasitos (Sangster, 1996); as tetrahidropirimidinas, que atuam no sistema
nervoso dos nematddeos sobre receptores de acetilcolina; e avermectinas, que atuam
sobre o sistema nervoso dos vermes aumentando a permeabilidade das células nervosas
ao cloro (Prichard, 1994).

A ivermectina, pertencente a classe das avermectinas, € um dos farmacos mais
importantes na medicina veterinaria e humana (Geary, 2005), com capacidade de acao
em endo e ectoparasitos (Orton, 1992; Geary, 2005). Apesar da alta eficiéncia (Geary,
2005), sdo relatados casos de resiténcia a muitos anos (Van Wyk & Malan, 1988).
Devido a importancia, neste trabalho utilizamos a ivermectina para o estudo dos

mecanismos de resiténcia a essa droga.

1.2 lvermectina

A ivermectina é um anti-parasitario de amplo espectro que foi introduzido no
mercado veterinario no ano 1981 e para tratamento humano apés 1985 (Geary, 2005). E
indicada no tratamento de diversas helmintoses e ectoparasitoses (Orton, 1992) como
estrongiloidiase (Grove, 1983; Greene et al., 1989), oncocercose (Goa et al., 1991;
Geary, 2005), filariose (Campbell, 1982; Geary, 2005), dirofilariose (Geary, 2005),
dentre outros.

A ivermectina é uma lactona macrociclica sintética do grupo das avermectinas,
derivada da fermentagé@o de actinomicetos do género Streptomyces (Crump & Otoguro,
2005). Sabe-se que as lactonas macrociclicas potencializam a a¢do inibidora neuronal
mediada pelo &cido gama-aminobutirico (GABA) promovendo hiperpolarizacdo do
neurdnio e, portanto, inibindo a transmissao nervosa (Sartor & Bicudo, 1999). Além
disso, este medicamento atua como agonista de alta afinidade sobre a subunidade a de
canais ionicos seletivos ao cloro presentes no parasito. Nos invertebrados, o ligante a
estes canais ibnicos é o glutamato e o0s receptores estdo localizados em células
musculares somaticas, especialmente da bomba faringea e do utero (Cully et al., 1996).

O canal de cloro é aberto, aumentando a conducdo intracelular do neurotransmissor,
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alterando a membrana do neurbnio, hiperpolarizando-a, o que resulta na paralisia
motora do tipo flacida e eliminagdo do parasito (Cully et al., 1994). Nos nematddeos, a
interferéncia na transmissdo dos impulsos nervosos ocorre entre células nervosas,
enguanto nos artrépodes isto acontece entre células nervosas e musculares (Spinosa et
al., 2011).

Apesar de os mamiferos utilizarem o GABA como neurotransmissor, as
avermectinas geralmente ndo causam efeitos toxicos neles, pois, devido ao seu alto peso
molecular ndo atravessam a barreira hematoencefélica, ndo atuando no sistema nervoso
central (Delayte et al., 2006).

A importancia deste farmaco na medicina veterinaria foi destacada desde o
inicio de sua utilizacdo, na forma injetavel, ja que apresentava alta poténcia (doses
menores que 1nM para alguns tratamentos), amplo espectro de acdo e persisténcia no
organismo (Geary, 2005). Posteriormente, com a introducdo de formulacGes orais e
topicas para os animais de criacdo, os custos para administracdo do farmaco foram
reduzidos e gerou-se ainda maior aceitacdo deste anti-helmintico nos programas de
controle de helmintoses na criacdo de animais de grande porte (Geary, 2005).

Devido ao grande sucesso nos tratamentos com ivermectina, o farmaco comecou
a ser amplamente utilizado, principalmente no controle de parasitoses animais (Omura
& Crump, 2004). Desta forma, os criadores, com ou sem instrucdes corretas de uso,
utilizaram a ivermectina e ndo s6 facilitaram, como agilizaram, um processo de selecdo

de parasitos resistentes (Geary, 2005).

1.3 Resisténcia a ivermectina

O uso inadequado de farmacos para o controle das doengas parasitarias induz a
selecdo genética de subpopulacbes de parasitos resistentes e contribui para o surgimento
e dispersdo de resisténcia aos quimioterapicos utilizados (Kaplan, 2004; Hotez et al.,
2008). Quando uma classe de anti-helmintico é introduzida pela primeira vez, a
frequéncia de alelos envolvidos em uma possivel expressdo de resisténcia é baixa;
porém, uma vez que a resisténcia é detectada em uma populacéo, sua reversao ou perda
nunca foi observada (Sangster & Dobson, 2002).

Desde 1987 Waller ja relatava sobre resisténcia a farmacos anti-helminticos
(Waller, 1987) e, em 1988, o primeiro caso de resisténcia a ivermectina foi descrito
(Van Wyk & Malan, 1988). Estudos posteriores de Van Wyk e colaboradores (1999),
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sobre a resisténcia a ivermectina em ovelhas, mostraram que, em paises da Africa do
Sul e no Paraguai, a resisténcia a ivermectiva chegava a 73% e 67%, respectivamente.
Geerts e Gryseels em 2000, mostraram que nematddeos que parasitam populacdes
humanas, como Necator americanus e Ancylostoma duodenale, ja apresentam indicios
de resisténcia a anti-helminticos (Geerts & Gryseels, 2000). Vercruysse e colaboradores
(2011) também mostraram evidéncias de resisténcia a farmacos anti-helminticos em
helmintos transmitidos pelo solo (Vercruysse et al., 2011).

Diversos trabalhos apontam para a gravidade da situacdo, mostrando cada vez
mais que o conhecimento dos mecanismos que ocasionam a resisténcia a farmacos anti-
helminticos é fundamental para que estratégias de controle adicionais possam ser
desenvolvidas (Waller, 1994; Jackson & Coop, 2000; Kaplan, 2004; Wolstenholme et
al., 2004; Bartley, 2009).

De acordo com Wolstenholm e colaboradores (2004), os mecanismos de
resisténcia até agora conhecidos sdo: (a) alteracdo no alvo molecular para que o
medicamento j& ndo reconheca o alvo, sendo assim ineficaz (Kwa et al., 1994; Silvestre
& Cabaret, 2002); (b) mudanca no metabolismo que inativa ou remove a droga, ou que
impede sua ativacdo (Robinson et al., 2004); (c) amplificacdo de genes-alvo para
superar a acdo da droga e a (d) alteragdo na distribuicdo da droga no organismo alvo,
que impede que o farmaco acesse seu local de acdo (Sangster et al., 1998; Robertson et
al., 1999; Trailovic et al., 2002).

Uma das possiveis vias de resiténcia consiste no efluxo de farmacos da célula
realizado por uma familia de proteinas transmembranas (Glicoproteinas-P) (Blackhall et
al., 1998; Xu et al., 1998; Le Jambre et al., 1999; Sangster 1999), assim, o presente
trabalho foi focado no estudo da participacdo dessas proteinas na resisténcia a

ivermectina.

1.4 Glicoproteinas-P

As glicoproteinas-P (Pgps) foram os primeiros membros do sub-grupo de
transportadores ATP-binding cassette (ABC) a serem estudados e sua superexpressao
esta relacionada a resisténcia multipla a farmacos (MDR) em células de mamiferos e
células tumorais humanas (Sharom, 2011). Como muitas outras proteinas ABC, as Pgps
séo constituidas por dois dominios ligados a membrana, cada um composto por seis

hélices transmembranas (dominio transmembrana), e dois dominios citoplasmaticos de
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ligacdo a nucleotideos que se ligam e hidrolisam o ATP (Schmitt & Tampé, 2002; Jones
& George, 2004). Dessa forma, as Pgps utilizam a energia de hidrolise do ATP para
bombear o substrato através da membrana (Jin et al., 2012).

Atualmente sabe-se que o genoma de Caenorhabditis elegans codifica 15 Pgps
(Sheps et al., 2004). Embora esteja presente em quase todos os tecidos (Zhao et al.,
2004), as fungdes de apenas 4 delas foram até entdo determinadas. A Pgp-2 é expressa
no intestino e é necessaria para a acidificacdo dos lisossomos e armazenamento de
lipidios (Schroeder et al., 2007). As Pgps-1 e 3 sdo necessarias para resistir as toxinas
fenazinas secretadas pela bactéria Pseudomonas aeruginosa (Mahajan-Miklos et al.,
1999), e para contribuir na resisténcia & metais pesados e drogas (Broeks et al., 1995;
Broeks et al., 1996). A Pgp-5 faz parte da maquinaria necesséaria para proteger as
células intestinais de C. elegans de certas toxinas bioticas e abioticas, como o fazem
outras glicoproteinas-P de C. elegans e mamiferos (Kurz et al., 2007).

Estudar o desenvolvimento de mecanismos especificos de resisténcia a farmacos
em nematddeos parasitas € mais dispendioso e complicado, j& que demanda
desenvolvimento em um hospedeiro. Assim, o C. elegans foi escolhido e utilizado neste

trabalho como um modelo experimental.

1.5 Caenorhabditis elegans como modelo experimental

O Caenorhabditis elegans € um nematédeo de vida livre que foi primeiramente
descrito por Emile Maupas em 1900 (Maupas, 1900). Como mostrado na Figura 2, seu
ciclo de vida, estudado por Nigon em 1949, é de 2 dias e meio a temperatura de 25°C
(Blaxter, 2011); a maior parte da populacdo é constituida por individuos hermafroditas
(5AA+XX) com a presenca reduzida de machos (5AA+XO0) (Nigon, 1949).
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Figura 2: Caracteristicas biolégicas e morfolégicas de Caenorhabditis elegans A) Ciclo de vida do
Caenorhabditis elegans a temperatura de 25°C. B) Fotos dos estagios de vida do C. elegans visto ao
microscopio Optico. Fonte: Adaptada de Erkut, Cihan (2014): C. elegans life cycle and developmental
stages.

Em 1979, Brenner definiu o C. elegans como organismo modelo para estudos
genéticos, comegando uma linhagem proveniente de um individuo hermafrodita
selvagem (denominada N2) (Brenner, 1979). Ha muito o C. elegans vem sendo
utilizado como modelo de estudo em diversos setores da Biologia e Medicina em funcéo
dos baixos custos econdmicos para manutencdo, cultivo e execucdo de experimentos.
Além disso, encontra-se filogeneticamente posicionado proximo as espécies de interesse
para a parasitologia veterinaria e humana, apresentando alta similaridade fisioldgica,

molecular e morfolégica com o0s nematddeos parasitas (Blaxter et al., 2000). Como



mostrado na Figura 3, o C. elegans foi classificado, a partir de estudos da subunidade
do RNA ribossomal, num clado monofilético denominado Chromadoria que reune
diversas espécies de importancia parasitologica (Blaxter, 2011). Além disso esse
helminto possui ferramentas moleculares que permitem o estudo da regulacéo génica a
apartir do uso de organismos geneticamente deficientes (knockout) e de RNA de
interferéncia (Fire et al., 1998). Portanto, o C. elegans constitui-se em um bom modelo
para o estudo da resisténcia a anti-helminticos (Dent et al., 1999).
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Figura 3: As relagdes do filo Nematoda. Arvore filogenética construida a partir da comparagio da
subunidade de RNA ribossomal dos organismos. A nomeclatura sistematica adotada foi a introduzida por
Blaxter em 1998. Fonte: Adaptada de Blaxter M (2011) Nematodes: The Worm and Its Relatives. PLoS
Biol 9(4): €1001050. doi:10.1371/journal.pbio.1001050.




Por ser um bom modelo experimental, varias técnicas de estudo foram
desenvolvidas para serem aplicadas em C. elegans. Para estudo de gendmica funcional
destaca-se 0 RNA de interferéncia (RNAIi). O RNAI é uma técnica que foi descrita
primeiramente em C. elegans, em que a introducdo de moléculas de RNA fita-dupla
(dsRNA) na célula do organismo, ao serem incorporadas na forma ativa a um complexo
intracitoplasmatico, se ligam a uma sequéncia de nucleotideos complementar localizada
no mRNA-alvo, resultando em potente e especifica inativacdo do gene correspondente,
através da inibicdo da traducdo e/ou degradacdo do mRNA (Bass, 1998; Fire et al.,
1998).

A identificacdo de alteragGes moleculares em uma linhagem resistente constitui o
primeiro estagio para desvendar a complexa arquitetura de modificagdes moleculares
envolvidas no processo de resisténcia anti-helmintica. Os mecanismos de resisténcia
anti-helmintica em nematddeos sdo pouco compreendidos (Wolstenholme et al., 2004;
Sangster et al., 2005; Jabbar et al., 2006). Dessa forma, este estudo podera contribuir
ndo s6 para o entendimento dos mecanismos envolvidos com a resisténcia anti-
helmintica em nematddeos, mas também auxiliar na identificacdo de possiveis alvos

moleculares associados a resisténcia anti-helmintica.
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2. JUSTIFICATIVA
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As doencas causadas por nematdédeos geram problemas para a criacdo de
animais de producdo, agricultura e satde publica e contribuem para aumento nos custos
de producgdo, menor oferta de alimentos e déficits na satde do hospedeiro (Moncayo &
Cooper, 2006; Nicol et al., 2011). Os programas de controle parasitario, culturalmente,
sdo realizados por meio do emprego de anti-helminticos, com o tratamento em massa
das populagdes humanas e animais, 0 que pode contribuir para selecdo de parasitos
resistentes (Wolstenholme et al., 2004; Osei-Atweneboana et al., 2007; James et al.,
2009). Embora os indicios de resisténcia anti-helmintica para nematdides antropofilicos
ainda ndo alcancem os mesmos patamares dos nematoides parasitos de animais, ha uma
preocupacdo crescente dos diversos setores responsaveis pelas politicas publicas de
salde humana. Esta resisténcia é desencadeada pela constante selecdo de subpopulagdes
de helmintos capazes de tolerar concentracGes toxicas. Estes parasitos apresentam altos
indices de diversidade genética, elevado tamanho populacional (grande capacidade em
gerar descendentes) e, em geral, seus hospedeiros sdo infectados por varios vermes o
que contribui para a geracdo e selecdo de subpopulacbes resistentes (Gilleard and
Beech, 2007). Entretanto, pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares dos
medicamentos utilizados.

A Ivermectina representa uma das mais importantes drogas contra nematdides
parasitas de animais e humanos (Geary, 2005). O primeiro caso de resisténcia apareceu
rapidamente poucos anos apds o seu lancamento, em 1988 (Van Wyk & Malan, 1988).
No estudo de resisténcia a ivermectina o C. elegans poderia constituir um bom modelo
com baixo custo de manutencdo, uma vez que é um nematddeo de facil cultivo, que
apresenta proximidade filogenética a diversos helmintos de importancia humana e
veterinaria e que permite a possibilidade de estudos acerca de expressdo génica. Nesta
dissertacdo objetivamos contribuir para um melhor entendimento dos mecanismos de
resisténcia a ivermectina em nematddeos para que alternativas de tratamentos anti-

helminticos sejam desenvolvidas.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Estudar o papel das glicoproteinas-P de Caenorhabditis elegans na resisténcia a

ivermectina.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Selecionar in vitro uma linhagem de C. elegans resistente a concentragdes letais de

ivermectina;

3.2.2 Avaliar alteragBes na expressdo de mRNA de glicoproteinas-P na linhagem de C.

elegans resistente a ivermectina,;

3.2.3 Induzir o silenciamento de glicoproteinas-P;

3.2.4 Avaliar as alteracGes do fendtipo de resisténcia decorrente do silenciamento de

glicoproteinas-P frente a exposicdo a ivermectina.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 Manutencédo da linhagem selvagem de Caenorhabditis elegans

Utilizamos a linhagem selvagem Bristol N2 (Brenner, 1974) de C. elegans,
gentilmente cedida pelo Dr. Carlos Winter (Departamento de Parasitologia/ICB/USP).
Culturas monoxénicas da referida linhagem foram mantidas em meio NGM-Agar
(Nematode Growth media) semeado com bactérias Escherichia coli NA22 em estufa
incubadora para B.0O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio) (Tecnal TE-371, Brasil) a
22 °C, como descrito por Wood, 1988. O meio NGM é composto por 0,25 g de peptona
(Neagen, EUA), 0,30 g de NaCl (Dindmica, Brasil), 2,50 g de bactoagar (Sigma-
Aldrich, EUA) e 100 pL de colesterol (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA), 100 uL CaCl,
1M (Dinamica, Brasil), 100 uL MgSO4 1M (Impex, Inglaterra) e 5 mL de Tampé&o
Fosfato de Potéssio [TPK — 2,14 g de K;HPO,4 (Nuclear, Brasil) e 11,94 g de KH,PO,
(Nuclear, Brasil) em 100 mL de &gua] em pH 6, em volume final de 100mL de &gua
Milli-Q.

4.2 Selecdo de linhagem de C. elegans resistente a lvermectina

A selecéo da linhagem resistente (linhagem 1VM30) foi realizada utilizando-se a
linhagem N2 em sucessivas passagens in vitro na presenca de subdosagens crescentes
de ivermectina 1% (Ouro Fino, Brasil), conforme previamente descrito na literatura
(James and Davey, 2009). Resumidamente, 1 ng/mL de ivermectina foi inicialmente
adicionado quando da preparacdo de placas com meio NGM, seguida do repique da
linhagem selvagem em placas controle (sem farmaco) e placas com superdosagem de
200 ng/mL (com morte de todos os vermes). Ap6s uma semana de cultura, 0s vermes
que sobreviveram foram transferidos para placas contendo 2 ng/mL de ivermectina, e
também para placas controle e com superdosagem. Assim sucessivamente, a cada
semana, os C. elegans que sobreviviam na maior concentracdo da droga eram
transferidos para placas de NGM contendo dosagens cada vez maiores, chegando, apés

seis geracOes, a uma linhagem resistente a 30 ng/mL de ivermectina.

4.3 Extracdo do RNA de C. elegans e sintese do cDNA

Apbs 5 dias do repique, as placas contendo os vermes foram lavadas com
solugéo tampé&o M9 [composta por 5,8 g de Na;HPO,4.7H,0 (Nuclear, Brasil), 3 g de
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KH,PO, (Nuclear, Brasil), 5 g de NaCl (Dinémica, Brsil) e 0,25 g de MgS0O,.7H,0
(Impex, Inglaterra) em 1000 mL de &gua) e o material foi transferido para tubo
eppendorf; em seguida, os tubos foram centrifugados (Eppendorf centrifuge 5804 R,
Alemanha) a 7.000g/10 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante descartado.
A partir do material coletado, 0 RNA do pool de vermes de cada linhagem foi extraido
por meio do kit de extracio de RNA NucleoSpin® RNA Il (Macherey-Nagel,
Alemanha) de acordo com instrucGes do fabricante. Apds a extracdo, o0 RNA foi eluido
em 50 puL de agua Rnase-free (Pht, EUA) e quantificado em espectrofotdmetro na
absorbancia 260 nm (Nanodrop, Thermo Scientific, EUA). Para verificar a integridade e
qualidade do mesmo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (Agargen, Brasil)
2%, onde se avaliou as regides 18S e 28S do RNA ribossomal.

Posteriormente esses RNAs foram usados para a sintese de cDNA utilizando o
kit Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis (Invitrogen, USA), de acordo com
instrucde do fabricante. As reacOes foram realizadas conforme as instru¢bes do
fabricante. Durante a sintese de cDNA foi feito um controle negativo (branco), onde o

RNA foi substituido por agua Milli-Q impossibilitando a sintese de cDNA.

4.4 Reacdo de PCR quantitativa

Depois de comprovada auséncia de contaminacdo com DNA gendmico,
realizou-se a PCR quantitativa (QPCR) (ABI PRISM 7500 Sequence Detection System,
Applied Biosystems, EUA) para determinacdo do perfil de expressao relativa dos genes
de Pgps em relacdo aos controles enddgenos, CDC-42 e PMP-3. Os primeiros testes
foram realizados para definir a curva de eficiéncia de amplificacdo de cada par de
iniciadores. Em seguida os ensaios de quantifica¢do foram realizados utilizando 5 uL do
reagente 2X Power Sybr®-Green ABI (Thermo Fisher, EUA), 1 uL de cada iniciador,
direto e reverso (10 uM), e 2 pL. de cDNA (50 ng/uL) em um volume final de 10 pL por
poco. O processo de amplificacdo ocorreu da seguinte forma: pré-desnaturacdo a 95°C
durante 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 15 segundos e
anelamento a 60°C durante 1 minuto.

Por fim, a anédlise da gPCR foi realizada pelo 7500 Software v2.0.1 (Thermo
Fisher, EUA), e os resultados foram determinados usando o método 2 **“* (Livack &
Schmittgen, 2001), que representa 0 numero de vezes que 0s genes de interesse estdo
mais ou menos expressos nos vermes resistentes em relacdo aos selvagens apés
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normalizados pelos genes constitutivos. A sequéncia dos iniciadores de Pgps e dos

controles enddgenos esté listada na Tabela 2.

Genes Iniciador Sequéncias 5'— 3°
Pgp 1 Direto TAGCACCTGAAGATGTCCTG
Reverso AATGTCGTTGTGTATCGGTAC
Pgp 2 Direto AACGAAGTCAGACAAGTCTAAG
Reverso CATGAATAACTGCTGCAACTG
Pgp 3 Direto CAGAAGACGATATAACACTTGG
Reverso AATGCTCCATTAACTGCACTC
Pgp 4 Direto ATTGCCAGCGAGCATGTGGAG
Reverso TGCCGCGCTTAGTACAAGCC
Pgp 5 Direto TTAACTGGTATGTGTCAACCG
Reverso CACAACGCGATTCATATCAC
Pgp 7 Direto AACTGCTCAAGTCCTGGTAAC
Reverso ACATTCCGCGTTCATACTGC
Pgp 8 Direto CGATGTGCTGATTCCAGTTG
Reverso ATGGTTGTGTTAATCCTGTGC
Pgp 9 Direto ATTCATCATCGGAAGGATCATC
Reverso CCTACTGCCAACATTAACCG
Pgp 10 Direto GGACTGTCGATTGCGATG
Reverso TCGAATGTATGCCTTCTTGATG
Pgp 11 Direto AGCAGTATTACGACAAGATGC
Reverso CCACGGACAAGCATACAAC
Pgp 12 Direto GAAGTGGCGTAAGAATGGAG
Reverso AACCGACATCCTCAGTCG
Pgp 13 Direto GTGTCTCTCAACCAGTTCTTG
Reverso ACGAAGATTCCAAGTCCTAAG
CDC-42 Direto CTGCTGGACAGGAAGATTACG
Reverso CTCGGACATTCTCGAATGAAG
PMP-3 Direto GTTCCCGTGTTCATCACTCAT
Reverso ACACCGTCGAGAAGCTGTAGA

Tabela 2: Lista das sequéncias de iniciadores das glicoproteinas-P e dos genes constitutivos CDC-42 e
PMP-3.

4.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para obter a clonagem dos genes de Pgps no vetor, primeiramente foi feito uma
PCR convencional utilizando-se 6 pL de tampdo GoTaq® (Promega, Barsil) 5x, 1 pL de
dNTP mix (10 uM) (Promega, Barsil), 1 uL de cada iniciador, direto e reverso, 0,5 uL
de GoTag® DNA Polymerase (5u/ul) (Promega, Barsil), 16,5 pL de agua para PCR (Pht,
EUA) e 4 uL de cDNA (250 ng/puL) em um volume final de 30 pL. Foram preparados
24 reac0es, sendo 12 cada um de um par de iniciador e cDNA e os outros 12 cada um de

um par de iniciador e agua, constituindo os controles negativos (branco). Para verificar
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0 éxito do experimento foi realizada um eletroforese em gel de agarose (Agargen,

Brasil) 1%, onde se observou o tamanho e nitidez das bandas.

4.6 Clonagem em vetor pPGEM®-T e Transformagéao Bacteriana

Apo6s a PCR, as Pgps 4, 12 e 13 foram selecionadas para clonagem seguindo o
protocolo do kit pPGEM®-T and pGEM®-T Easy Vectors Systems (Promega, EUA).
Posteriormente, o vetor foi inserido em bactéria competente DH50. de acordo com o
protocolo Transformation Using the pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Ligation
Reactions (Promega, EUA). As bactérias foram plaqueadas em meio LB-agar, composto
de 1 g de triptona (Sigma-Aldrich, EUA), 0,5 g de extrato de levedura (Kasvi, Italia), 1
g de NaCl (Dinamica, Brasil) e 1,5 g de agar (Sigma-Aldrich, EUA) em volume final
de 100mL acrescido de ampicilina (100 pg/mL) (Gibco® Life technologies, EUA),
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) 0,4 mM (Invitrogen, Brasil) e X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) ~ (Sigma-Aldrich, EUA). Para
confirmar a eficiéncia da clonagem foi feito uma PCR com as 15 coldnias brancas
selecionadas, sendo 5 de cada Pgp. Uma eletroforese em gel de agarose 1% confirmou o

éxito nas clonagens. Esse passo visa inserir extremidades coesivas ao inserto.

4.7 Extracdo de plasmideo bacteriano, clonagem em vetor L4440 e transformacéao
bacteriana

Apbs a transformacéo bacteriana, os plasmideos foram purificados atraves da
reacdo de Miniprep, seguindo o protocolo do kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega, EUA). Em seguida os produtos obtidos foram
submetidos a digestdo pela enzima de restricdo Apal (Promega, EUA), através da reacdo
composta por 2 puL de tampao (Promega, EUA), 0,2 uL de BSA, 0,5 uL de enzima
(Promega, EUA) ¢ 1,5 pg de plasmideo em volume final de 20 pL. A digestdo foi
confirmada em gel de agarose 2%, onde se pode ver a formagédo de 2 bandas, uma do
tamanho do gene e outra do tamanho do plasmideo. O DNA foi entdo subclonado em
vetor L4440, de acordo com mesmo protocolo de clonagem anterior, porém
modificando o vetor para L4440.

Posteriormente o vetor foi inserido em cepa de Escherichia coli, denominada

HT115(DE3), seguindo o mesmo protocolo anterior, porém utilizando a bactéria
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termocompetente acima citada. As bactérias foram plagueadas em meio LB-agar, como
descrito anteriormente.

Para confirmar a eficiéncia da clonagem foi feito uma PCR com as 30 coldnias
brancas selecionadas, sendo 10 de cada Pgp. Uma eletroforese em gel de agarose 1%
confirmou o éxito nas clonagens e 2 colbnias de cada gene foram selecionadas para

prosseguir os experimentos.

4.8 Inducéo de producéo do dsRNA (RNA fita dupla) e extracdo do RNA
bacteriano

As colbnias transformadas em HT115(DE3) das Pgps foram induzidas a
producdo de dsRNA da seguinte forma: em 23 mL de meio LB acrescido de ampicilina
(100 pg/mL) e tetraciclina (12,5 pg/mL) (Gibco® Life technologies, EUA) foram
inoculados 2 mL da cultura bacteriana HT115(DE3) transformada e colocados no
shaker (Maxq 400, Thermo Scientific, EUA) a 37°C e 150 rpm, até atingirem OD600
(Densidade 6ptica) entre 0,5-0,6. Cada cultura foi dividida em 2, sendo que uma ficou
como controle negativo, ou seja, sem ser induzida, e a outra, cultura induzida com 1mM
de IPTG (Invitrogen, Brasil). Estas foram entdo colocadas para crescer overnight em
estufa (Nova Etica, Brasil) & 37°C , seguida da extracdo do RNA bacteriano, para
verificar se houve a producédo do dsRNA.

A extracdo iniciou-se com a adicdo, ao caldo bacteriano, de 250ul de SDS
0,1%. Em seguida o tubo foi fervido a 100°C por 3 minutos, adicionado 1 mL de
Trizol® (Thermo Scientific, EUA) em cada tubo e as amostras incubadas por 5 minutos
no gelo, depois mais 0,2mL de cloroférmio (Synth, Brasil) seguido de outra incubacao
por 3 minutos em temperatura ambiente. A fase aquosa foi pipetada e transferida para
novo tubo e adicionou-se 0,5mL de isopropanol (Synth, Brasil), os tubos foram
novamente incubados no gelo por 10 minutos e apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado. Para finalizar, o sedimento de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 80%
(Synth, Brasil) e centrifugado por 5 minutos. O etanol foi descartado e, ap6s secagem
do tubo, 0 RNA foi eluido em 50ulL de agua ultrapura (Pht, EUA) e armazenado a -
20°C. Em seguida correu-se um gel de agarose 0,8% para verificar o indicio de
producdo de dsRNA.
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4.9 Ensaio de Silenciamento

Para o ensaio de silenciamento, placas de meio NGM-4agar foram previamente
preparadas com adi¢ao de ampicilina (100 pug/mL), tetraciclina (12,5 pg/mL) e IPTG 0,4
mM. As bactérias induzidas a producdo de dsRNA e as mantidas como controles
negativos foram centrifugadas a 5000g por 3 minutos, e o sobrenadante descartado. O
pellet foi entdo ressupendido em 1 mL e dividido em duas placas, gerando duplicatas de
cada cultura. Essas bactérias foram semeadas nas placas com auxilio da al¢a de drigalski
e em seguida vermes das linhagens selvagem e resistente foram espalhados nessas
placas. As mesmas foram mantidas por 5 dias em B.O.D a 23°C.

Apols o tempo de incubagdo das placas, 0 RNA de aproximadamente 1000
vermes de cada placa foi extraido e o cDNA produzido, seguindo os protocolos
descritos anteriormente. Para confirmar a reducdo nos niveis de mMRNA dos genes alvos,
foi feita uma qPCR de acordo com 0 mesmo protocolo anteriormente descrito porém a
analise foi feita utilizando o método 22", que representa o nimero de vezes que o gene
de interesse estd mais ou menos expresso que 0s genes constitutivos. O restante dos

vermes foi utilizado para os testes de motilidade e morte celular descritos a seguir.

4.10 Obtencéao de larvas (L3) de Caenorhabditis elegans

As larvas Ls de C. elegans foram cultivadas em placas de NGM-agar semeadas
com bactérias E. coli HT115 induzidas ou ndo a producdo de dsRNA. Apds sete dias de
cultivo das placas em BOD a 23°C, as placas foram lavadas com meio M9 (Stiernagle,
2006) e passadas através de trés tamises com aberturas de 40pum, 30um e 20pum. As
larvas retidas no tamis de 20pum, maioria Lz, foram recolhidas por retrolavagem deste
tamis. As larvas obtidas foram lavadas com M9 e centrifugadas a 700g por 4 minutos
duas vezes seguidas. O tamanho médio das larvas resuperadas era: 527u (o 3,4) de

comprimento por 23,3u de didmetro (o 1,9) (Knight et al., 2002).

4.11 Teste de motilidade

As larvas (L) de C. elegans foram ressuspendidas em meio M9 e feita aliquota
com aproximadamente 1000 larvas para cada 100uL. Em seguida foi adicionado 100uL
dessa suspenséo de larvas em cada pogo de uma placa de 96 pocos (Biosystems, Brasil).

Posteriormente a ivermectina foi adicionada na concentracéo final de 34 nM. No grupo
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de controle negativo foi adicionado apenas meio M9 e no controle positivo foi
adicionado ivermectina em superdosagem de 1000mM. As placas contendo as larvas
foram acondicionadas em BOD a 23°C. Apés 48 horas, 15 ul de solugdo contendo
aproximadamente 150 larvas foi retirado de cada pogo para analise e quantificacdo foi
realizada em microscopio éptico, no aumento de 40X, para determinacdo do numero de
larvas paralisadas. As larvas eram consideradas paralisadas (Figura 4) quando

apresentavam corpo retilineo e sem nenhum movimento (Park et al. 2007).
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Figura 4: Foto de larvas (L3) paralisadas tirada de microscépio éptico (Leica DM500), aumento de 100X,
mostrando o padréo retilineo que elas assumem apos contato com dose toxica de ivermectina.

4.12 Teste de viabilidade celular

Para avaliacdo da viabilidade de larvas por meio do marcador molecular iodeto
de propideo (Sigma-Aldrich, EUA), as larvas previamente expostas a 34 mM de
ivermctina por 48 horas (descrito em Teste de Motilidade) foram incubadas com 20uM
de iodeto em placa de 96 pocos. Essas placas foram agitadas por 15 minutos em
temperatura ambiente em agitador horizontal de bancada (EImeco, EUA), protegidas da
luz, e em seguida levadas para leitura no aparelho fotodocumentador (GE ImageQuant
LAS 4000°, Inglaterra) com excitacdo em luz ultravioleta e emissdo no comprimento de
onda de 605 nm para iodeto de propideo. Foram realizadas também as leituras do
controle negativo (larvas em meio M9, sem ivermectina) e positivo (larvas em meio M9
com 1000mM de ivermectina). A analise de densitometria das imagens foi realizada

com o software GE® ImageQuant TL 8.1 (GE, Inglaterra).
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4.14 Obtencdo das sequéncias protéicas de interesse

Para obter as sequéncias protéicas de glicoproteinas-P, foi feita uma busca por
proteinas de nematddeos disponiveis no banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) utilizando as seguintes palavras-chaves: P-glycoprotein,
PGP, multidrug resistance protein. Foram excluidas as sequéncias protéicas hipotéticas

e parciais.

4.15 Producdo das matrizes de distancia e correlagdo entre as distancias
nucleotidicas e protéicas

As matrizes de distancia foram produzidas realizando o alinhamento par-a-par
das sequéncias obtidas usando o programa ClustalW com seus pardmetros padrdes. Os
alinhamentos foram usados para calcular as distancias entre as sequéncias usando o
pacote PHYLIP versdo 3.69 (Felsenstein, 1989; Felsenstein, 2005), produzindo assim
matrizes quadradas de dissimilaridade para todas as familias génicas analisadas, tanto
para os alinhamentos mdltiplos quanto para as matrizes produzidas com alinhamento

par-a-par.

4.16 Transformacgdo das matrizes de distancia atraves de escala multidimensional
(Multidimensional scaling - MDS) e classificacdo dos grupos

Com o objetivo de produzir um gréafico representando a distribuicdo espacial e a
clusterizacdo das sequéncias, foi realizada a analise de escala multidimensional
(Multidimensional scale - MDS). As matrizes de distancia foram transformadas por
escala multidimensional para matrizes de duas dimensdes. MDS é uma técnica
estatistica usada para a exploracao visual dos dados com base no nimero de dimensdes
a serem exploradas. As novas matrizes contendo somente duas colunas apresentam as
coordenadas para producdo de projecdes espaciais que representam o0 posicionamento
das sequéncias em relacdo ao restante da familia. A transformacdo das matrizes e
classificacdo das familias em grupos foi realizada através do programa R-project (R

Development Core Team, 2011).
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4.17 Analise Estatistica

A andlise estatistica e os graficos foram feitos utilizando o software GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Inc, EUA), utilizando-se o teste Mann Whitney para
comparacao de dois grupos. O nivel de significancia aceito foi de p < 0.05.
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5. RESULTADOS
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5.1 Selecéo de linhagem de Caenorhabditis elegans resistente a ivermectina

Para selecionar uma linhagem de C. elegans resistentes, os vermes foram
cultivados em meio NGM contendo ivermectina. Apds 14 semanas os vermes foram
capazes de sobreviver e se reproduzir em placas com 10 ng/mL, e, apds 48 semanas
obtivemos C. elegans resistentes a concentracdo de 30 ng/mL de ivermectina. A cada
ciclo, os vermes sobreviventes foram desafiados a uma maior concentracdo da droga. A
figura 4 mostra o tempo decorrido para selecionar os vermes nas concentracdes
indicadas.

Para determinar a estabilidade da resisténcia a ivermectina, a linhagem 1IVM30
foi cultivada durante 12 semanas, em placas com NGM sem ivermectina e a sua
resisténcia foi testada novamente. Como esperado, a maioria dos vermes sobreviveu ao
experimento. Isso mostra que a resisténcia selecionada para a ivermectina manteve-se

estavel, mesmo apds 3 meses sem ivermectina.
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Figura 5: Sele¢do in vitro de Caenorhabditis elegans resistentes. Figura adaptada de James & Davey,
(2009).

5.2 Perfil de amplificacdo dos genes de glicoproteinas-P

Uma vez selecionada a linhagem resistente a ivermectina, o préximo passo foi
avaliar o perfil de amplificacdo dos 12 genes de glicoproteinas-P com intuito de
compreender o perfil de transcricdo desses genes apds selecdo de fendtipo de
resisténcia. A expressao relativa do mRNA das Pgps foi analisada utilizando o ensaio de
gPCR com os niveis de expressdao normalizados pelos genes constitutivos CDC-42 e
PMP-3.
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Como mostrado na Figura 5, apenas as Pgps 12 e 13 apresentam regulacao
positiva, sendo mais expressos do que na linhagem selvagem. Os demais genes
avaliados apresentaram regulacdo negativa, sendo menos expressos do que na linhagem
selvagem. As barras indicam a expressao génica de cada Pgp com dados obtidos de dois

experimentos realizados independentemente.
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Figura 6: Perfil de amplificacdo das glcoproteinas-P de Caenorhabditis elegans, normalizados pelos
genes constitutivos CDC-42 e PMP-3, em relacdo aos vermes selvagens, sendo que estes apresentam
expressao relativa 1. Os valores representados pelas colunas representam o nimero de vezes que 0 gene
de interesse esta mais ou menos expresso do que na linhagem selvagem.

5.3 Analise do silencimento de glicoproteinas-P em Caenorhabditis elegans

Apds concluidas e confirmadas as etapas pré e pos clonagem dos genes de Pgps,
as bactérias induzidas (grupo silenciado) e ndo induzidas (grupo controle) a producéo de
dsRNA foram semeadas em placas e posteriormente foi feito repique de C. elegans
selvagens ou resistentes, para que eles as ingerissem. Os resultados do silenciamento
génico foram avaliados apds extracdo do RNA desses vermes, a partir da técnica de

PCR em Tempo Real.
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Apesar da tentativa de silenciar todos os genes de Pgps avaliados no perfil de
amplificagdo das glicoproteinas-P, apenas as Pgps 4 e 12 foram bem sucedidas. Assim,
os resultados a seguir serdo focados nessas duas glicoproteinas-P.

A porcentagem de silenciamento nos vermes selvagens e resistentes foi
calculada para avaliar a eficiéncia do processo de silenciamento utilizado. Assim, na
Figura 6 estdo representados os percentuais medios de silenciamento para linhagens
selvagem e resistente que foram, para Pgp 4 de 97% e 99%, respectivamente e, para Pgp
12, 93% e 94%, respectivamente.

Nesse mesmo experimento foram avaliadas as expressdes relativas desses genes
em comparacdo aos controles enddgenos. O silenciamento da Pgp 4 nas linhagens
selvagem e resistente resultou numa diminuicgéo significativa da expressdo desse gene
nos grupos silenciados (p< 0,0001), como mostrado na Figura 7 . Da mesma forma, o
silenciamento da Pgp 12 nas linhagens selvagem e resistente também resultou em
diminuicdo significativa da expressdo génica em relagdo ao grupo néo silenciado (p=
0,0286) (Figura 8).
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Figura 7: Porcentagem de silenciamento da Pgps 4 e 12. As colunas brancas representam a linhagem
selvagem e as colunas pretas representam a linhagem resistente. As barras indicam o erro padréo entre as
sextuplicatas de cada grupo.
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Figura 8: Expresséo relativa da Pgp 4. Os valores de 2™ estfo representados pelas barras e indicam o
namero de vezes que o gene alvo estd mais expresso que o gene constitutivo. Os *** indicam diferencas
estatisticas (p< 0,0001, Mann Whitney). As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as
colunas pretas representam a linhagem resistente. As barras indicam o erro padrdo entre as sextuplicatas
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Figura 9: Expressdo relativa da Pgp 12. Os valores de 2™ estdo representados pelas barras e indicam o
nimero de vezes que 0 gene alvo estd mais expresso que o gene constitutivo. O * indica diferenca
estatistica (p< 0,05, Mann Whitney). As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as colunas
pretas representam a linhagem resistente. As barras indicam o erro padréo entre as sextuplicatas de cada

grupo.

5.5 Teste de motilidade

Apos a confirmagdo da eficiéncia do processo de silenciamento das Pgps 4 e 12,

foram feitos ensaios bioldgicos para avaliar as consequéncias do silenciamento dessas
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glicoproteinas-P nas linhagens selvagem e resistente de C. elegans frente a exposicéo a
ivermectina. O primeiro parametro avaliado foi a motilidade e conforme observado na
Figura 9, quando a Pgp 4 foi silenciada, a linhagem selvagem diminuiu
significativamente o percentual de paralise (p< 0,0001), apresentando valores similares
ao grupo controle, que sdo vermes nao silenciados e ndo expostos a ivermectina,
enquanto que a linhagem resistente ndo apresentou diferengas significativas.

Ao silenciar a Pgp 12 (Figura 10), os C. elegans selvagens ndo apresentaram
diferencas de motilidade entre grupo silenciado e nédo silenciado; ja a linhagem
resistente apresentou um aumento significativo da paralise dos vermes quando
comparado ao grupo ndo silenciado (p< 0,0001) , aproximando aos valores obtidos para
os selvagens.

No grupo em que foi feito o silenciamento concomitante das Pgps 4 e 12 (Figura
12), a linhagem selvagem néo apresentou diferencas estatisticas entre silenciados e nao
silenciados, enquanto que a linhagem resistente apresentou um aumento significativo na

paralise dos vermes silenciados em relacdo aos ndo silenciados (p< 0,0001).
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Figura 10: Porcentagem de parélise das larvas L3 ap6s exposi¢do a ivermectina por 48 horas nos grupos
silenciado para Pgp 4, ndo silenciado e controle. O (-) representa grupo nao silenciado; O (+) representa
grupo silenciado; O (CT) representa grupo controle ndo exposto a iverme. Os *** indicam diferencas
estatisticas (p< 0,0001, Teste Mann Whitney). As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as
colunas pretas representam a linhagem resistente. As barras indicam o erro padréo entre as sextuplicatas
de cada grupo.
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Figura 11: Porcentagem de parélise das larvas L3 ap0s exposicéo a ivermectina por 48 horas nos grupos
silenciado para Pgp 12, ndo silenciado e controle. O (-) representa grupo ndo silenciado; O (+) representa
grupo silenciado; O (CT) representa grupo controle. Os *** indicam diferencas estatisticas (p< 0,0001,
Teste Mann Whitney). As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as colunas pretas
representam a linhagem resistente. As barras indicam o erro padréo entre as sextuplicatas de cada grupo.
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Figura 12: Porcentagem de parélise das larvas L3 ap6s exposicdo a ivermectina por 48 horas nos grupos
silenciado para Pgp 12, ndo silenciado e controle. O (-) representa grupo nao silenciado; O (+) representa
grupo silenciado; O (CT) representa grupo controle. Os *** indicam diferencas estatisticas (p< 0,0001,
Teste Mann Whitney). As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as colunas pretas
representam a linhagem resistente. As barras indicam o erro padréo entre as sextuplicatas de cada grupo.

31



5.6 Teste de viabilidade celular

O segundo ensaio bioldgico realizado foi o teste de fluorescéncia utilizando o
marcador iodeto de propideo.Assim, o pardmetro avaliado foi a fluorescéncia relativa
dos grupos silenciados comparado ao ndo silenciados para as Pgps 4 e/ou 12.

Como mostrado na Figura 12, o silenciamento da Pgp 4 na linhagem selvagem
levou a uma reducdo significativa da fluorescéncia relativa em relagdo ao grupo nao
silenciado (p< 0,0001), enquanto que para a linhagem resistente, silenciamento da Pgp4
ndo influenciou nesse parametro. O silenciamento da Pgp 12 ndo resultou em diferencas
de emissdo de fluorescéncia para a linhagem selvagem porém, para a linhagem
resistente, houve aumento significativo da fluorescéncia relativa comparado ao grupo
néo silenciado (p< 0,0001) (Figura 13).

Da mesma forma, o silenciamento concomitante das duas Pgps ndo resultou em
diferencas na emissdo de fluorescéncia nos C. elegans selvagens, entretanto, na
linhagem resistente, acarretou em aumento significativo da fluorescéncia relativa do

grupo silenciado comparado ao nao silenciado (p< 0,0001) (Figura 14).
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Figura 13: Avaliacdo da mortalidade celular de C. elegans utilizando o marcador iodeto de propideo, apds
silenciamento da Pgp 4 e exposigdo a ivermectina. O (-) representa grupo ndo silenciado; O (+) representa
grupo silenciado. Os *** indicam diferencas estatisticas (p< 0,0001, Teste Mann Whitney). As colunas
brancas representam a linhagem selvagem e as colunas pretas representam a linhagem resistente. As
barras indicam o erro padréo entre as sextuplicatas de cada grupo.
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Figura 14: Avaliacdo da mortalidade celular de C. elegans utilizando o marcador iodeto de propideo, ap6s
silenciamento da Pgp 12 e exposicdo a ivermectina. O (-) representa grupo ndo silenciado; O (+)
representa grupo silenciado. Os *** indicam diferencgas estatisticas (p< 0,0001, Teste Mann Whitney).
As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as colunas pretas representam a linhagem
resistente. As barras indicam o erro padrdo entre as sextuplicatas de cada grupo.
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Figura 15: Avaliacdo da mortalidade celular de C. elegans utilizando o marcador iodeto de propideo, apos
silenciamento das Pgps 4 e 12 concomitantemente e exposi¢do a ivermectina. O (-) representa grupo nao
silenciado; O (+) representa grupo silenciado. Os *** indicam diferencgas estatisticas (p< 0,0001, Teste
Mann Whitney). As colunas brancas representam a linhagem selvagem e as colunas pretas representam a
linhagem resistente. As barras indicam o erro padrdo entre as sextuplicatas de cada grupo.
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5.7 Clusterizacéo das proteinas

Afim de se conhecer a similaridade entre as glicoproteinas-P abordadas neste
trabalho e as Pgps de nematddeos parasitas foi feita uma busca no banco de dados de
proteinas do Filo Nematoda e, posteriormente as analises foi produzido um gréafico de
duas dimensdes para melhor visualizacdo dos resultados.

Na figura 16 é demonstrado de uma forma geral que a sequéncia protéica das
glicoproteinas-P de C. elegans sdo muito proximas das Pgps obtidas no banco de dados
utilizado, que incluem as seguintes espécies parasitas: Ascaris suum (A), Brugia malayi
(B), Cooperia oncophora (C), Haemonchus contortus (H), Loa loa (L), Onchocerca
volvulus (O), Parascaris equorum (P), Strongyloides ratti (S), Trichuris trichiura (T) e
Wuchereria bancrofti (W).

Como previsto, as Pgs de C. elegans sdo extremamente semelhantes entre si
(representadas da seguinte forma: simbolo A- Pgp 4, simbolo e - Pgp 12 e nimero 3 —
restante de Pgps) e também entre as Pgps do género Caenorhabditis (representadas
pelos nimeros 1 - C. brenneri, 2 - C. briggsae e 4 - C. remanei) sendo agrupadas no
mesmo cluster. Entretanto, neste grupo também estdo incluidas as sequéncias de
glicoproteinas-P de Ascaris suum, Brugia malayi, Cooperia oncophora, Haemonchus
contortus, Strongyloides ratti e Trichuris trichiura, que sdo nematddeos parasitos de
mamiferos. Assim, é possivel afirmar que a separacdo dos grupos nao esta relacionada a
taxonomia, mas sim as propriedades das proteinas.

E possivel ainda afirmar que dentro de um mesmo grupo, quanto mais proximo
as sequéncias, maior a similaridade. Assim, a Pgp 12 apresenta maior similaridade em
relacdo as Pgps de Ascaris suum, Brugia malayi, Cooperia oncophora, Strongyloides
ratti e Trichuris trichiura, enquanto a Pgp 4 é mais similar as Pgps de Ascaris suum e

Brugia malayi.
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6. DISCUSSAO
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A resisténcia a anti-helminticos € considerada um sério problema em
nematodeos parasitas de animais e humanos. De acordo com Blackhall e colaboradores
(1998), a selecdo de resisténcia € um processo evolutivo que leva a alteracdes genéticas
em populacbes de parasitos em resposta a exposicdo a um farmaco. Embora o
tratamento com farmacos continue sendo o principal meio de controle para helmintos,
existe uma grande necessidade de se compreender os mecanismos que determinam a
resisténcia, geralmente associados & uma frequéncia excessiva de tratamentos (Martin et
al., 1982; Barton, 1983; Coles, 1986; Waller, 1987; Taylor & Hunt, 1989), e a
administracdo de doses inadequadas (subdosagem) (Egerton et al., 1988; Hoekstra et
al., 1997).

A processo de selecdo de resisténcia é determinado por etapas, conforme
observado em células cancerosas por Davey e colaboradores (1995). Como mostrado no
resultado obtido neste trabalho para selecdo de C. elegans,. ap6s apenas uma geracao de
exposi¢do a uma concentracdo ndo citotoxica méxima de ivermectina (1 ng/mL), os C.
elegans foram capazes de crescer normalmente em uma dose duas vezes mais elevada.
A selecdo de vermes resistentes foi alcangada com relativa facilidade mesmo utilizando
doses superiores (6 ng/mL), apds 7 geracdes. Entretanto, a obtencdo de linhagem
resistente a 10 ng/mL ja apresentou limitagdes em relacdo ao nimero de vermes obtidos
inicialmente. Em outro estudo, os autores conseguiram selecionar vermes resistentes a
uma concentra¢do maxima de 10 ng/mL (James & Davey, 2009).

Somente apos 48 semanas foi possivel a obtencdo de vermes resistentes a uma
concentracdo de 30 ng/mL. Apesar do tempo prolongado em laboratério, este resultado
pode refletir o rapido aparecimento de H. contortus, um nematédeo parasita
filogeneticamente proximo ao C. elegans, resistentes a ivermectina (Coles et al., 2005).

Semelhante ao processo de selecdo de resisténciade a benzimidazois, varias
populacbes de nematddeos gastrintestinais (Kaplan, 2004) e de filarias (Prichard, 2005)
desenvolveram mecanismos de evasdo as lactonas macrociclicas. Esses mecanismos
permitem tolerdncia a concentracdes antes letais de ivermectina em populacdes
resistentes, dentre estes, a atividade de transporte de glicoproteinas-P é discutida como
uma razao para o desenvolvimento de resisténcia (Lespine et al., 2012).

Os transportadores celulares de farmacos desempenham um papel significativo
na resisténcia a drogas numa variedade de doencas e 0 aumento da expressdo desses
transportadores é geralmente associado ao uso de farmacos. Dentre os transportadores ja

encontrados existem as glicoproteinas-P, que ja foram identificadas por diversos autores
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em nematodeos (Lincke et al., 1992, Lincke et al., 1993; Sangster, 1994; Xu et al.,
1998). Em H. contortus, o aumento da expressao de glicoproteinas-P foi associado a
resisténcia a lactonas macrociclicas (Blackhall et al., 1998; Xu et al., 1998; Sangster,
1999). Entretanto, no presente trabalho a linhagem resistente a 30 ng/mL de ivermectina
selecionada in vitro apresentou regulacdo negativa para a maioria das Pgps testadas,
sendo que apenas as Pgps 12 e 13 apresentaram regulacdo positiva. Este resultado é
diferente dos encontrados por James e Davey (2009), que observaram um aumento da
Pgp-1 em C. elegans resistentes a 10 ng/mL de ivermectina, o homdlogo da
glicoproteina-P em humanos (Lincke et al., 1992; James & Davey, 2009). Nos seres
humanos, a glicoproteina-P parece ter um papel fundamental na biodisposicdo da
lactona macrociclica ivermectina, sendo relatada tanto como substrato quanto como
inibidor do transporte da droga (Didier & Loor, 1996; Lespine et al., 2007). A
divergéncia entre os resultados pode ser devido a diferenca das linhagens resistentes
selecionadas, ja que no estudo publicado a linhagem obtida era resistente a apenas 10
ng/mL e neste trabalho os C. elegans usados eram resistentes a 30 ng/mL. Porém ndo é
possivel afirmar ja ndo foi feito um estudo do perfil de amplificacdo das Pgps durante as
etapas de selecdo.

Uma das maneiras de se estudar a funcdo de um gene ou proteina é através do
bloqueio/delecdo deste para que se observe as consequéncias no organismo em estudo.
Assim, a reversdo genética em C. elegans vem sendo muito utilizada desde 1998,
qguando foi mostrado que a introducdo de RNA de fita dupla em um verme resulta em
inativacdo potente e especifica de um gene com a sequéncia correspondente (Fire et al.,
1998). Timmons e Fire, foram os primeiros a descrever um método de interferéncia
(RNAI) em que bactérias expressando dsRNA sdo semeadas em placa para alimentacao
do C. elegans.

A utilizacdo das técnicas de RNAI e gPCR juntas sdo uma poderosa ferramenta
para se estudar a perda de funcdo de genes especificos (Paddison et al., 2002). Neste
trabalho as Pgps 4 e 12 foram silenciadas pelo método de RNA. e a eficiéncia do ensaio
foi validada utilizando-se a qPCR. Com os resultados obtidos, 97% e 99% de
silenciamento na linhagem selvagem e resistente para Pgp 4 e 93% e 94% de
silenciamento na linhagem selvagem e resistente para Pgp 12, pode-se afirmar que a
técnica de silenciamento empregada foi altamente eficiente. Os resultados seguintes

corroboram com esta idéia, j& que mostram que houve uma diminuig&o significativa (p<
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0,05) nos niveis de expressdo das Pgps em ambas as linhagens quando comparadas a
expressao dos genes constitutivos de C. elegans, PMP-3 e CDC-42.

Apobs comprovada a eficiéncia do silenciamento, foram feitos ensaios bioldgicos
para avaliar os efeitos fenotipicos do bloqueio génico das Pgps 4 e 12 sobre a resisténcia
ou susceptibildade a ivermectina. O principal método, considerado padrdo ouro, de
avaliacdo in vitro de atividade anti-helmintica de um farmaco é o teste de motilidade,
que se baseia na avaliagdo microscépica da alteracdo dos movimentos e disposi¢do do
corpo do verme apos a exposicao ao farmaco. A motilidade é um ensaio que pode ser
realizado em diferentes fases de desenvolvimento apos a eclos@o do ovo e requer pouca
estrutura laboratorial (Tritten et al., 2012). Outras técnicas que empregam marcadores
fluorescentes, como iodeto de propidio tém-se demonstrado eficientes para a
mensuracdo de viabilidade celular em mamiferos (Chan et al., 2012). O iodeto de
propideo é um intercalador de &acido nucleico, capaz de atravessar células com
membranas integras. Entretanto, as células viaveis sao capazes de expulsé-lo, sendo este
entdo capaz de marcar células mortas (Al-Rubeai et al., 1997). Neste trabalho foram
utilizadas as duas técnicas para a avaliacao dos efeitos fenotipicos do silenciamento.

O teste de motilidade trouxe resultados inusitados para o silenciamento da Pgp 4
na linhagem selvagem, j& que promoveu uma diminuico significativa da paralise dos
vermes, proximo ao valor encontrado para o grupo controle, ndo silenciado e néo
desafiado com ivermectina. Reforcando os dados, o teste de fluorescéncia do mesmo
grupo mostrou que o o silenciamento também diminuiu a fluorescéncia relativa
detectada dos silenciados, o que indica que houve menos morte celular. Estes dois
resultados juntos permitem inferir que a Pgp 4 esta diretamente relacionada ao fenétipo
de susceptibilidade a ivermectina, ja que o seu bloqueio na linhagem selvagem, que
naturalmente apresenta maior expressdo de Pgp 4 do que os resistentes, promoveu a
mudanca das larvas para um fenétipo semelhante ao de resisténcia. Ja o silenciamento
na linhagem resistente ndo promoveu diferencgas fenotipicas nos parametros avaliados
comparando-se o grupo silenciado e ndo silenciado.

Com o silenciamento da Pgp 12 os resultados obtidos foram diferentes, pois na
linhagem selvagem ndo ocorreram diferencas nos resultados dos testes entre 0s grupos
silenciado e n&o silenciado, porém na linhagem resistente, o bloqueio desta Pgp resultou
em aumento do percentual de parélise dos vermes e da fluorescéncia relativa emitida,
indicando aumento da morte celular. Estes resultados permitem inferir que a Pgp 12 esta

diretamente relacionada ao fen6tipo de resisténcia a ivermetina, ja que seu bloqueio na
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linhagem resistente, que apresenta maior expressdo desse gene, promove uma mudanca
das larvas para o fen6tipo semelhante aos selvagens.

Os resultados discutidos acima estdo parcialmente de acordo com trabalhos
recentemente publicados por Ardelli e Prichard (2013) e 1. Jana l. Janssen e
colaboradores (2013). Nos dois estudos foram utilizadas linhagens nocautes para
diversas Pgps de C. elegans e apesar de as metodologias empregadas terem sido
diferentes, os dois observaram que a delecdo da Pgp 12 resultou em aumento da
sensibilidade a ivermectina. Porém os resultados por eles obtidos para 0s nocautes a Pgp
4 mostraram discreto aumento da sensibilidade ao farmaco, diferentemente do que foi
observado neste trabalho. J& outro estudo, feito por Yan e colaboradores (2012),
mostrou que em concentragdes altas de ivermectina (20 ng/mL) a regulacdo negativa da
Pgp 4 provocou aumento da motilidade dos vermes, semelhante ao efeito observado
neste trabalho. As divergéncias quanto ao papel da Pgp 4 na resisténcia a ivermectina
indicam que mais estudos ainda precisam ser feitos para elucida¢do da funcdo desta
proteina.

Ja o bloqueio concomitante das Pgps 4 e 12 gerou resultados similares ao
bloqueio apenas da Pgp 12, pois somente na linhagem resistente promoveu aumento da
pardlise das larvas e da fluorescéncia relativa. Aparentemente o silenciamento das duas
Pgps na linhagem selvagem gerou um efeito compensatorio de forma que o fendtipo
resistente, gerado pelo bloqueio da Pgp 4, foi compensado pelo fendtipo susceptivel
causado pelo silenciamento da Pgp 12. Nenhum estudo publicado realizou o
silenciamento duplo de Pgps em C. elegans, sendo este, portanto, um resultado inédito
para a literatura.

Depois de comprovado a participacdo das Pgps 4 e 12 de C. elegans nos
processos de resisténcia e susceptibilidade a ivermectina, foi feito um estudo com o
objetivo de avaliar a similaridade destas Pgps com as de parasitos do Filo Nematoda. A
projecdo espacial permite uma visualizacdo global das sequéncias mais proximas
(pontos mais préximos na projecao espacial) e das mais distantes (pontos mais afastados
na projecdo), dessa forma, esta analise permite avaliar a distribuicdo (diversidade) e a
formacdo de grupos. Estimativas de diversidade e distdncia molecular, seja usando
sequéncias nucleotidicas ou protéicas, sao importantes para contribuir no entendimento
dos processos evolutivos a que foram submetidas as sequéncias estudadas (Halpern e
Bruno, 1998). Essas distancias podem ser usadas para inferir arvores filogenéticas,

diversidade e divergéncia entre sequéncias (Tamura e Kumar, 2002). Analises de

40



distancia também sdo importantes para entender padrdes evolutivos em familias
multigénicas e evolucdo adaptativa encontradas usando dados moleculares (Nei, 1996).
Distancias sdo métricas que sumarizam as diferencas em uma média geral de
diferenciacdo entre as sequéncias (Kalinowski, 2002). Normalmente uma matriz de
distancia entre as sequéncias é estimada e pode ser usada para produzir graficos que
permitem a visualizacdo das relagOes entre as sequéncias e grupos, podendo ser
representado por arvores (Nei, 1996), analise de componentes principal e escala
multidimensional (MDS) (Kalinowski, 2002). No presente trabalho construimos um
MDS onde observamos que 0 grupo verde reuniu as proteinas alvos, as Pgps de
Caenorhabditis e as sequéncias de Ascaris suum, Brugia malayi, Cooperia oncophora,
Haemonchus contortus, Strongyloides ratti e Trichuris trichiura, demonstrando que as
proteinas possuem caracteristicas comuns (Freitas et al., 2012). J& que compartilham
caracteristicas, essas sequéncias poderiam também desempenhar funcGes de resisténcia
e susceptibilidade nesses parasitos (Coles et al., 2005).

Assim, os dados encontrados neste trabalho contribuem para um melhor
entendimento do processo de resisténcia/susceptibilidade a ivermectina no organismo de
vida livre, C. elgans, e permitem inferir uma possivel aplicabilidade farmacologica ao
mostrar quais as glicoproteinas-P diretamente envolvidas nesses processos. Portanto,
poderiam ser desenvolvidos inibidores especificos para a Pgp 12, responsavel pela
resisténcia, e estimuladores especificos para a Pgp 4, responsavel pela susceptibilidade.

Este trabalho evidenciou a necessidade de estudos mais aprofundados nesse
extenso grupo protéico, ja que na literatura sdo encotradas poucas informagdes sobre a
similaridade funcional das glicoproteinas-P nos diversos organismos em que elas estao

presentes.
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