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A fase larval (metacestddeo ou cisto hidatico) do Echinococcus granulosus é o agente
etioldgico da hidatidose cistica, uma zoonose cronica endémica no cone sul da América do
Sul e de importancia agropecuaria e de saude pablica. Os cistos hidaticos se desenvolvem em
visceras (geralmente figado ou pulmdes) dos hospedeiros intermediarios, que sdo ungulados
domeésticos (ovinos, bovinos etc.) ou, eventualmente, o proprio homem. No Brasil, a
hidatidose é a cestodiase mais importante depois da cisticercose, causada por Taenia solium.
No interior do cisto hidatico, sdo gerados os protoescolices, que sdo as formas pré-adulta e
infectivas para o hospedeiro definitivo (em geral, o cdo doméstico). O tratamento da
hidatidose humana € cirurgico ou quimioterdpico. A abordagem cirirgica nem sempre é
viavel e a eficiéncia dos tratamentos farmacoldgicos atuais é ainda limitada, havendo
necessidade de novos farmacos anti-helminticos e estratégias terapéuticas. O presente trabalho
buscou avaliar enzimas envolvidas na sintese de nucleotideos como potenciais alvos para
controle parasitario. Um dos alvos, a enzima ribonucleotideo-redutase (RNR), esta envolvido
na sintese de novo de desoxiribonucleotideos a partir de ribonucleotideos, portanto € de
grande importancia para sintese e reparo de DNA. Sua inibicdo pode induzir dano ao DNA
podendo levar a morte celular por apoptose. Além da via de sintese de novo, 0s
desoxiribonucleotideos podem ser obtidos pela via de salvacdo através da captacdo de
nucleosideos do meio. As enzimas envolvidas nestas vias ainda ndo foram exploradas nem
caracterizadas em E. granulosus. Primeiramente, foi avaliado o efeito de inibidores de RNR
na viabilidade de protoescélices (PEs) de E. granulosus. Para isso, os PEs foram cultivados na
presenca dos inibidores da enzima RNR, hidroxiurea (HU) e COH29, nas concentracdes de 5
mM, 15 mM e 50 mM, e COH29, nas concentra¢bes 0, 0,25 mM, 0,5 mM e 1 mM,
respectivamente. Em comparagdo com protoescdlices ndo tratados, foram observadas perdas
de viabilidade 48 h ap6s o tratamento com 50 mM de HU e apds 96 h apds o tratamento com
1 mM de COHZ29. Ensaios bioquimicos in vitro para avaliacdo da cinética de inibicdo da RNR
de E. granulosus por HU e COH29 serdo realizados com uma versdo recombinante da
enzima. Para tanto, a sequéncia codificadora da subunidade menor da RNR do parasito ja foi
previamente clonada e expressa em Escherichia coli por nosso grupo de pesquisa. Esta sendo
realizada agora a clonagem da sequéncia codificadora da subunidade maior, para viabilizar a
reconstituicdo do dimero da RNR funcional in vitro. Além disso, foram realizadas andlises in
silico para identificacdo dos genes codificadores de proteinas das vias de salvacdo de
nucleotideos, as quais sdo uma alternativa a sintese de novo, permitindo sintetizar
nucleotideos utilizando bases livres ou nucleosideos presentes no meio. Utilizando as
sequéncias gendmicas de E. granulosus disponiveis em bancos de dados publicos e
algoritmos BLAST, foram identificados genes que codificam proteinas ortélogas as das vias
de salvacdo conhecidas, dentre os quais os codificadores da timidino-quinase e da timidino-
quinase 2, evidenciando que o parasito pode obter desoxinucleotideos fosforilando
desoxinucleosideos presentes no meio. A funcionalidade desta via sera futuramente avaliada
utilizando inibidores da RNR e meios com e sem e sem suplementacdo com nucleosideos.



