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RESUMO

A esquistossomose € uma parasitose causada pelo helminto Schistosoma mansoni
que afeta em torno de 240 milhdes de pessoas no mundo. A terapia farmacologica
para essa doenca ainda € muito restrita, sendo importante a busca continua por
novos farmacos. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial farmacolégico de
trés auronas sintéticas em modelos de esquistossomose in vitro e in vivo. Na
avaliacdo in vitro, casais de vermes adultos foram expostos as drogas (25 uM) e as
sondas fluorescentes que marcam poros de membrana (FITC-Dextrans) e formacéo
de autofagossomos (monodansylcadaverine). Comparados aos grupos-controles,
observou-se uma intensificagdo da marcacdo em todos os grupos tratados com as
drogas, sugerindo que todas as trés auronas, de algum modo, intensificam a
formacéao de poros e de autofagossomos nos vermes. Adicionalmente, avaliou-se o
efeito de inibicdo das auronas sobre a apirase da batata, uma isoforma de NTPDase
estruturalmente relacionada com as isoformas presentes nos parasitos. Nesses
ensaios, LS26 inibiu parcialmente as atividades ATPasica (em 15, 12 e 47%, nas
respectivas concentragées 0,1mM, 0,001mM e 0,0001mM) e ADPasica (em 21,5%,
na concentracdo de 0,001mM), o que torna relevante a investigacdo do seu
potencial inibidor frente as NTPDases de S. mansoni. Nos ensaios in vivo, LS26 e
LS29 reduziram a carga global parasitaria nos animais tratados (em 56.20%, para
tratados com LS26 50 mg/Kg, em duas doses; e 57,61%, para tratados com LS29 50
mg/Kg, em duas doses, comparados ao grupo-controle ndo tratado). Ainda, LS26 e
LS29 foram capazes de aumentar o deslocamento parcial dos vermes das veias
mesentéricas para 0s vasos hepaticos e de interferir na cinética de desenvolvimento
dos ovos. Na avaliacdo do nivel de peroxidacao lipidica no figado dos animais
tratados com as auronas, ndo foram observadas alteragdes. Os resultados apontam
a necessidade de estudos adicionais de farmacocinética e farmacodinamica para um
melhor conhecimento dos mecanismos de acédo de LS26 e LS29, para sua utilizagao
em uma formulacdo para o tratamento da esquistossomose.

Palavras-chave: esquistossomose, auronas, atividade esquistossomicida.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a disease caused by the helminth Schistosoma mansoni that
affects about 240 million people in the world. Pharmacological therapy for this
disease is still very restricted, and a search for new drugs is important. The aim of
this work was to evaluate the pharmacological potential of three synthetic aurones in
schistosomiasis models (in vitro and in vivo). In in vitro assays, worms were exposed
to drugs (25 uM) as well as probes to investigate membrane permeability (FITC-
Dextrans) and autophagosome formation (monodansylcadaverine). Compared at
groups-controls, there was an increase in marking in all groups treated with the
drugs, suggesting that all three aurones somehow intensify the formation of pore and
autophagosomes in the adult worms. Additionally, the effect of inhibition of the
aurones on potato apyrase, an isoform of NTPDase structurally related to the
isoforms present in the parasites. In these assays, LS26 partially inhibited ATPase
activity (at 15, 12 and 47%, in the 0.1mM, 0.001mM and 0.0001mM bands) and
ADPasic activity (at 21.5%, at 0.001lmM concentration), which indicates the
relevance of further investigation of its potential as an inhibitor of NTPDases of S.
mansoni. In the in vivo assays, LS26 and LS29 reduced the parasitic load in the
treated animals (56.20% for those treated with LS26 50 mg/kg in two doses; and
57.61% for those treated with LS29 50 mg/kg, in tow doses, compared to the
untreated control group). Furthermore, LS26 and LS29 caused an increase in the
partial displacement of worms from the mesenteric veins to the hepatic vessels and
they also interfered in the kinetics of egg development. In the evaluation of the level
of lipid peroxidation in the liver, no significant difference was found between animals
who were treated and untreated with LS26 and LS29. Finally, we reinforced that
additional pharmacokinetic and pharmacodynamic studies should be done for a
better understanding of the mechanisms of action of LS26 and LS29 for use in a
formulation for the treatment of schistosomiasis

Key words: schistosomiasis, aurones, schistosomicidal activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES SOBRE DOENCAS NEGLIGENCIADAS

As doencas negligenciadas constituem um grupo especial de afeccdes que
predominam em condi¢des de pobreza, sendo tanto causa como consequéncia da
violacdo de direitos humanos (HUNT et al.,, 2007). De acordo com a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), sdo doencas negligenciadas: leishmaniose, oncocercose,
doenca de chagas, hanseniase, tuberculose, esquistossomose, tripanossomiase
africana e dengue. Algumas dessas doencas sédo fatais para o ser humano,
enquanto outras resultam em alta morbidade e deficiéncias graves. Ainda,
estimativas da OMS apontam que cerca 1 bilhdo de pessoas, ou seja, um sexto da
populacdo mundial, tém sua saude impactada por doencas negligenciadas,
apresentando deficiéncias graves e permanentes, e deformidades causadas por tais
doencas (KINDHAUSER et al., 2003).

Além do sofrimento fisico e psicologico, as doencas negligenciadas causam
um enorme fardo econdmico as comunidades afetadas devido a perda da
produtividade e aos altos custos associados aos cuidados de longa duracéo, que por
sua vez contribuem para a manutencao do ciclo perverso da pobreza e da falta de
saude nas popula¢des mais pobres (HUNT et al., 2007).

Paradoxalmente, apesar de existir financiamento para pesquisas
relacionadas as doencas negligenciadas, o conhecimento cientifico ndo se reverte
em avancos terapéuticos, como o0 surgimento de novos farmacos, métodos
diagnésticos ou vacinas. Para elucidar tal problematica, Pedrique e colaboradores
(2013) verificaram que entre o periodo de 2000 a 2011, dos 850 novos produtos
terapéuticos aprovados, apenas 37 (4%) foram direcionados as doencas
negligenciadas. Ainda, nesta mesma avaliagdo sistematica, foi identificado que dos
148.445 testes clinicos registrados, apenas 2016 (1%) foram para doencas
negligenciadas, apesar de tais afeccOes representarem 11% da carga global de
doencas (DNDi, 2017).

Diante disso, pode-se relacionar o baixo interesse da industria farmacéutica
nesse grupo de doencas ao reduzido potencial de retorno lucrativo para essa

industria, uma vez que a maior populagdo atingida € de baixa renda e presente,
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majoritariamente, nos paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos, portanto,
com baixa capacidade de compra (BRASIL, 2010).

Nesse cenario, a esquistossomose ganha destaque no rol das doencas
negligenciadas por ser a terceira mais devastadora doenca tropical no mundo, sendo
a maior causa de morbimortalidade na Africa, América do Sul, Oriente Médio e Asia.
De acordo com a OMS, existem aproximadamente 800 milhdes de pessoas vivendo
em areas endémicas, sendo afetados em torno de 240 milhdes de individuos nas
regides tropicais e subtropicais (ROSS et al., 2016; WHO, 2017).

No Brasil, as areas endémicas e focais abrangem 19 unidades federadas. A
forma endémica ocorre nos estados de Alagoas, Maranhao, Bahia, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Sergipe, Espirito Santo e Minas Gerais, enquanto que
nos estados do Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina,
Parand, Rio Grande do Sul, Goias e no Distrito Federal, a transmisséo é focal, ndo
atingindo grandes areas (BRASIL, 2014).

De fato, as maiores prevaléncias da esquistossomose sao encontradas nas
regides Nordeste e Sudeste do Pais, havendo um destaque, atualmente, para uma
distribuicdo mais intensa numa faixa de terras continuas e contiguas ao longo de
guase toda a costa litoranea da regido Nordeste, a partir do Rio Grande do Norte em
direcdo ao Sul, incluidas as zonas quentes e Umidas dos estados da Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, onde se interioriza alcancando Minas
Gerais, no Sudeste, seguindo o trajeto de importantes bacias hidrogréaficas (BRASIL,
2014).

Na regido Sudeste, o estado de Minas Gerais segue a anos se destacando
como uma area altamente endémica. Segundo o Ministério da Saude, no ano de
2015, 84,07% do numero de casos de esquistossomose ocorreram em Minas
Gerais, e, de acordo com o Sistema de Informacao sobre Mortalidade (SIM), das 147
mortes por esquistossomose registradas no Sudeste, 53,74% dessas foram
ocorridas em Minas Gerais (BRASIL, 2018).

A figura 1 ilustra a distribuicdo da esquistossomose segundo percentual de
positividade em inquéritos coproscopicos. Destaque-se, entretanto, que o indicador
de percentual de positividade nao reflete necessariamente a prevaléncia, na medida
em que ndo utiliza como denominador a totalidade da populacdo sob risco ou uma
parcela representativa desta. Desse modo, esse percentual pode ser considerado

apenas como uma aproximacao da prevaléncia, especialmente em populacdes
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menores, como as que estéo representadas na maioria das localidades trabalhadas

pelo Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose.

Figura 1 - Distribuicdo da esquistossomose segundo percentual de positividade em

inquéritos coproscopicos — Brasil, 2012.

Faixa de positividade (%)

. s

5-15

. s

| sem dados

Fonte: Sistema de Informagéo do Programa de Vigilancia e Controle da
Esquistossomose — SISPCE/SVS/MS.

1.2 ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA: CICLO BIOLOGICO E TERAPIA
FARMACOLOGICA

A esquistossomose mansonica € uma doencga infecto-parasitaria, cujo agente
etiologico causador da doenca, no homem, é o trematddeo Schistosoma mansoni. A
infeccdo por esse agente esta relacionada a continuacdo do seu ciclo biologico
complexo, que se compde de trés etapas: uma etapa de reproducdo sexuada, onde

os vermes adultos, dioicos, produzem ovos no hospedeiro intermediario (homem);
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uma outra etapa de reproducdo assexuada (esporocistos) nos hospedeiros
intermediarios (caramujos do género Biomphalaria); e, por fim, as fases de vida livre,
ocorrendo as de miracidios e cercarias (forma infectante que penetram na pele). No
homem, as cercarias transformam-se rapidamente em esquistossémulos, com
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas diferentes. Os esquistossémulos
perfazem ciclos sistémicos, carregados passivamente pela corrente sanguinea,
passando por 6rgdos como coracdo e pulmdes, até que ficam retidos nos sinusoides
hepaticos, onde se desenvolvem e amadurecem sexualmente. Os vermes adultos
acasalam-se, e as fémeas passam a liberar ovos imaturos no sistema porta-hepético
intestinal. Os ovos desenvolvem-se nos tecidos deste hospedeiro intermediério e
entdo sao liberados através das fezes, contaminando ambientes aquaticos, o que da
continuidade ao ciclo biolégico (CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008). A figura 2

ilustra resumidamente o ciclo biolégico do S. mansoni.

Figura 2 — Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni.

5- Cercérias formadas na
intimidade do molusco sdo
liberadas na dgua, onde
4- Esporocistos nadam ativamente
no molusco

7- As cercérias perdem a cauda
durante a penetracao,
transformando-se esquistossémulos

8- Circulacéo

l

9- Migracdo até o
sistema porto
hepatico, onde se
formam adultos

o

3- Miracidios penetram
no molusco

2- Miracldios
liberados
dos ovos ‘/_——'——

1- Ovos nas fezes

10- Helmintos adultos migram
para as veias mesentéricas (intestino e reto),
nas quais depositam 0s ovos; estes
alcangam a circulacdo hepdtica até o
intestino, sendo eliminados pelas fezes.

Fonte: SOUZA et al., 2011
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No homem, a esquistossomose se apresenta sob uma forma aguda e duas
formas cronicas: uma cronica habitual ou leve, também chamada de forma
hepatointestinal, que atinge a maioria absoluta dos individuos infectados e
geralmente € assintomatica; a outra forma cronica (hepatoesplénica), considerada a
forma grave ou avancada da esquistossomose, que é mais rara e manifesta-se com
hepatoesplenomegalia e outros sinais de hipertenséo portal, devido ao aumento de
lesGes fibroticas, destrutivas e obstrutivas do sistema da veia porta intra-hepatico,
além de uma expansao fibrosa sistematizada dos espacos porta (CARVALHO;
COELHO; LENZI, 2008).

A terapia farmacologica da esquistossomose em fase cronica, no Brasil, esta
baseada na utilizacdo de duas drogas esquistossomicidas: o praziquantel (PZQ),
medicamento de amplo espectro (figura 3a); e a oxamniquina (figura 3b), que se
mostra eficaz no tratamento da doenca contra vermes de S. mansoni, porém ineficaz
nas infeccées por S. hematobium ou S. japonicum. (DOENHOFF; CIOLI,
UTZINGER, 2008; CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).

Usado para tratamento da esquistossomose em larga escala, o praziquantel,
um derivado pirazino-isoquinoleinico do grupo dos tioxantdnicos, € comercialmente
utiizado como uma mistura racémica, insolivel em agua, mas solavel em alguns
solventes organicos. No Brasil, ele é apresentado em comprimidos de 600 mg e
administrado por via oral, em dose Unica de 50 mg/kg de peso para adultos e de 60
mg/kg de peso para criancas (BRASIL, 2017).

Embora ndo se saiba ao certo o mecanismo de ac¢ao do praziquantel, sabe-
se que o influxo do fon Ca®" representa um importante papel na acdo da droga, o
gue resulta na morte dos vermes por meio de lesdes do tegumento, contracdes
musculares e alteracfes metabdlicas (DOENHOFF; CIOLI; UTZINGER, 2008).

Ainda em relacdo ao praziquantel, € observado que esse farmaco atinge
taxas de cura de 80% a 90% dos casos de pacientes infectados, mas curas de 100%
sao raras. Adicionalmente, algumas limitagcdes no tratamento com essa droga sdo
observadas, pois ela ndo age sobre os esquistossémulos (vermes jovens que estédo
em migracao), ou seja, ndo interfere nos estagios iniciais da doenca (DOENHOFF;
CIOLI; UTZINGER, 2008; CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).

Por sua vez, a oxamniquina, molécula pertencente a classe das
tetraidroquinolinas, apresenta indice de cura semelhante ao praziquantel, estando

disponivel, no Brasil, sob duas apresentacdes comerciais: capsulas com 250 mg de
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sal ativo e solucao contendo 50 mg/mL, para uso pediatrico. De acordo com o atual
protocolo clinico, as doses recomendadas sdo de 20 mg/kg para criangas e de 15
mg/kg para adultos (BRASIL, 2017).

Assim como o praziquantel, o0 mecanismo de acdo da oxamniquina néo é
totalmente esclarecido, mas parece estar relacionado com a capacidade de inibicéo
irreversivel da sintese dos acidos nucleicos nos vermes (CIOLI; PICA-MATTOCCIA;
ARCHER, 1993).

Apesar desses dois medicamentos fazerem parte do Componente Estratégico
da Assisténcia Farmacéutica na RENAME (Relacdo Nacional de Medicamentos),
sendo distribuidos gratuitamente pelo sistema publico de saude, na rotina do
Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), o praziquantel € o Unico
medicamento utilizado (BRASIL, 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica do praziquantel (a) e oxamniquina (b).
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Fonte: elaboracéo prépria.

Adicionalmente, embora sejam eficazes contra os vermes de S. mansoni, a
literatura relata a presenca do fator de resisténcia de algumas cepas as drogas
atualmente disponiveis (CIOLI; PICA-MATTOCCIA; ARCHER, 1993). Nesse sentido,
a busca por novas entidades farmacoldgicas que possam atuar no combate a
esquistossomose continua sendo um ponto estratégico relevante, aliado ao controle
sanitario e educacdo em saude das populagdes vulneraveis (REMME at al., 2002)

Por fim, a OMS inclui a esquistossomose na sua lista das dez doencas
parasitarias prioritarias, destacando-se a necessidade da busca de novos farmacos
para essa doenca (WHO, 2017).
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1.3 CONSIDERACOES SOBRE FLAVONOIDES E AURONAS

Os flavonoides correspondem a um dos grupos de compostos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural, amplamente
difundidos no reino vegetal, sendo quase ausente em algas. Ainda, h& relatos na
literatura em relagdo a presenca de alguns representantes em bridfitas, existindo
somente um relato de ocorréncia em fungos. Em relacéo as pteriddfitas, é relatado a
ocorréncia de alguns flavonoides, embora ocorram com uma reduzida variabilidade
estrutural. Todavia, as angiospermas rednem uma extensa diversidade estrutural
destes compostos (SIMOES et al., 2010).

Etimologicamente falando, o nome flavonoide deriva do latim “flavus” =
amarelo e “oide” = forma, fazendo referéncia aos pigmentos amarelados
encontrados nas flores. Entretanto, eles também s&o responsaveis pelos tons
alaranjados, azulados e vermelhos de muitos vegetais. Tais substancias séo
responsaveis por funcbes biolégicas que garantem o equilibrio ecoldgico, como
protecdo contra a radiacao ultravioleta, regulacdo do crescimento e desenvolvimento
normal das plantas, defesa contra fungos, bactérias e virus; além de quelarem
metais toxicos e reduzirem o0s agentes oxidativos lesivos a propria planta
(MUSCHIETTI; MARTINO, 2007; SIMOES et al., 2010).

Além disso, os flavonoides estdo envolvidos no processo de transferéncia de
energia, morfogénese, determinacdo do sexo das plantas, respiracdo e fotossintese
da maioria das plantas (MUSCHIETTI; MARTINO, 2007).

A maioria dos flavonoides apresenta um nucleo fundamental contendo 15
atomos de carbono, correspondendo a uma estrutura basica de duas fenilas ligadas
por uma cadeia de trés carbonos entre elas, como mostra a figura 4 (SIMOES et al.,
2010). Adicionalmente, tal nucleo basico pode sofrer algumas variacdes, seja por
meio de oxidacbes ou substituicbes nos anéis, hidrogenacao, hidroxilacéo,
metilacdo, sulfatacdo e glicosilagcdo, originando diversos tipos de flavonoides
(HUBINGER, 2009)
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Figura 4 - Nucleo fundamental dos flavonoides.

Fonte: HUBINGER, 2009.

Dentre os flavonoides de ocorréncia natural, as auronas correspondem a um
grupo de metabdlitos secundéarios encontrado em plantas - como Antirrhinum majus
(boca de lobo), Cosmos sulphureus (cosmos) e Dahlia pinnata (dalia) -, contribuindo
para a coloracdo amarelada das pétalas das flores e para a protecao contra radiacao
solar e predadores; ainda, as auronas podem ser encontradas em alguns
organismos marinhos (HUANG et al., 2008; RAHMAN et al., 2001; BOUMENDJEL,
2003).

Além da ocorréncia natural, as auronas podem ser obtidas por meio de
reacOes de ciclizacdo oxidativa de chalconas e 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropinéis; a
partir da ciclizacdo de chalconas em meio de DMSO e acetato de mercurio
(BHASKER; REDDY, 2011); a partir da reacdo de condensacéao entre benzofuronas
e derivados de benzaldeidos, em meio acido (CHENG et al., 2010) ou meio basico
(SOUARD et al., 2010), dentre outras formas de obtencéo.

Ainda, de acordo com a literatura, por apresentarem em seu esqueleto basico
(figura 5) anéis aromaticos, as auronas permitem, no processo de sintese, a
insercao de diferentes substituintes nessas estruturas, gerando-se compostos ricos
em atividade biol6gica (SILVEIRA, 2013).
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Figura 5 - Estrutura basica das auronas.

Fonte: SILVEIRA, 2013.

Em relacdo ao potencial biolégico das auronas, varios estudos revelaram
propriedades promissoras, tais como: agdo anti-inflamatéria, por mecanismo de
inibicdo da 5-lipoxigenase (DETESI et al., 2009), antifungica (BANDGAR et al.,
2010) e antibacteriana (VENKATESWARLU et al., 2007). Além disso, acéo
antiparasitaria contra Plasmodium falciparum (KAYSER, KIDERLEN, BRUN, 2001,
SOUARD et al., 2010) e leishmanicida (ROUSSAKI et al., 2012) sao descritas na
literatura, o que reforca a importancia da investigacdo biolégica dessa classe de
compostos em outros modelos experimentais, como por exemplo os de outras
doencas infecto parasitarias.

Adicionalmente, estudos realizados pelo Nucleo de Identificacdo e Pesquisa
de Principios Ativos Naturais - NIPPAN, da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, grupo de pesquisa coordenado pelo professor Doutor
Ademar Alves da Silva Filho, identificaram que em ensaios in vitro contra os vermes
adultos de S. mansoni as auronas sintéticas codificadas como LS23, LS26 e LS29
(figura 6) causaram alteragbes no tegumento, redugéo da atividade motora e morte
de 100% dos vermes, nas concentracbes de 100 e 50uM, em comparacado aos
grupos controle (DMSO 0,5%) e controle PZQ, assim como ao grupo que nao
recebeu tratamento.

Desse modo, tornou-se motivador um estudo mais aprofundado da acéao
dessas drogas no modelo experimental de esquistossomose, assim como foi
relevante a investigacdo de um possivel mecanismo de acdo sobre os vermes

adultos.
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Figura 6 — Estrutura quimica das auronas LS23, LS26 e LS29.
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Fonte: SILVEIRA, 2013 (Adaptado).

1.4 CONSIDERACOES SOBRE NTPDASES E SUA RELEVANCIA NA
ESQUISTOSSOMOSE COMO ALVO TERAPEUTICO

Amplamente distribuidas nos organismos eucariotos, as NTPDases (EC
3.6.1.5) correspondem a uma familia de proteinas que tém como caracteristica
comum a capacidade de hidrolisar nucleotideos di- e trifosfatados (ADP e ATP) na
presenca de cations bivalentes (Ca™ e Mg*™) em concentra¢des milimolares, tendo
como produto final da hidrélise nucleosideos monofosfatados (ZIMMERMANN,
ZEBISCH, STRATER, 2012).

Ainda, tais enzimas apresentam uma outra caracteristica comum: a presenca
de cinco regibes conservadas de apirase (ACRs), onde ocorrem sequencias
conservadas de residuos de aminoacidos essenciais para a sua funcdo enzimatica
(HANDA, GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS et al., 1996).

A literatura relata a ocorréncia de membros dessa familia de enzimas em
diversos parasitos que afetam a saude humana, tais como: S. mansoni, Toxoplasma
gongii, Entamoeba hystolytica, Trichomonas vaginalis, Leishmania amazonenses, e
Trypanosoma cruzi (ASAI et al., 1992; VASCONCELOS et al., 1993; 1996; BARROS
et al., 2000; COIMBRA et al., 2002; FIETTO et al., 2004; FARIA-PINTO et al., 2004).

Além disso, em muitos desses estudos é destacada a presenca da atividade
de NTPDases nos processos de aquisicdo de nutrientes, de assimilacdo de purinas
e nos fatores de viruléncia de alguns parasitos. Em S. mansoni, por exemplo, é
sugerido que a atividade das NTPDases presentes na superficie do parasito ajude a
limitar a resposta inflamatéria e o processo de trombose em torno do verme, uma
vez que essas enzimas reduzem a concentracao extracelular do ATP que é liberado
pelas células do hospedeiro em resposta ao dano tecidual (BHARDWAJ, SKELLY,
2009).
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Ainda em relacdo a presenca de NTPDases em S. mansoni, alguns estudos
caracterizaram duas isoformas dessa enzima (SmMNTPDasel e SmMNTPDase2), com
massa molecular aproximada de 63kDa, diferindo na razdo de atividade
ATPéasica/ADPéasica, ponto isoelétrico e solubilidade em  detergentes
(VASCONCELOS et al., 1993; 1996).

Em adicdo a essas diferencas, o padrédo de localizagdo dessas enzimas
também difere, de modo que a isoforma SmNTPDasel apresenta-se localizada na
superficie do parasito, sugestivamente ancorada na membrana pelos seus dominios
transmembranares N e C-terminais previstos. Ja a isoforma SmNTPDase2
apresenta em sua regido amino terminal um Unico sitio de ligacdo a membrana que,
quando clivado, libera a proteina na forma solavel (VASCONCELOS et al., 1993;
LEVANO-GARCIA et al., 2007).

Além da presenca nos vermes adultos, as isoformas de NTPDases foram
identificadas em todos os estagios do ciclo de vida deste helminto, corroborando a
ideia de que a atividade dessas enzimas nos diferentes estagios de vida do parasito
associa-se com a manutencao dos seus processos fisioldgicos (LEVANO-GARCIA et
al., 2007).

Por sua vez, também pertencente a familia das NTPDases, a apirase da
batata (Solanum tuberosum) ha alguns anos vem sendo estudada por
pesquisadores de diversas éareas devido ao seu potencial como ferramenta
biotecnoldgica aplicada a diversos modelos experimentais, como por exemplo em
estudos imunolégicos da esquistossomose e de busca por novas drogas
esquistossomicidas (VASCONCELOS et al.,, 1996; FARIA-PINTO et al.,, 2004,
PENIDO et al., 2007).

Faria-Pinto e colaboradores (2004) observaram que anticorpos IgG do soro de
camundongos infectados com S. mansoni apresentavam uma alta reatividade com a
apirase da batata, revelando a ocorréncia de dominios antigénicos compartilhados
entre a proteina vegetal e as isoformas de NTPDases de S. mansoni. Mais tarde,
estudos preditivos das estruturas tridimensionais da apirase da batata e da
SmATPDase?2 de S. mansoni revelou um elevado grau de semelhanca tanto entre a
estrutura primaria quanto entre a estrutura tridimensional dessas proteinas, além de
serem identificados os dominios compartilhados e com alto potencial para a ligagéo
de anticorpos (FARIA-PINTO, 2008).
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Em estudos que buscam novas drogas esquistossomicidas, a relacéo entre a
apirase da batata e as NTPDases de S. mansoni também € explorada. Para
exemplificar, um estudo realizado por Penido e colaboradores (2007) revelou que
acidos alquilaminoalcanotiossulfuricos foram capazes de causar a inibicdo da
atividade enzimética das isoformas de NTPDases presentes no tegumento dos
vermes de S. mansoni e da apirase da batata usada nesse ensaio.

Com base nisso, e sabendo do alto potencial da apirase da batata como
ferramenta em estudos de monitoramento da atividade ATPasica/ADPéasica em
ensaios de inibicAo enzimatica, torna-se interessante a realizacdo de ensaios de
inibicdo enzimatica utilizando a apirase da batata, facilmente obtida por métodos
convencionais de purificacdo, como ferramenta de triagem na busca de inibidores de
NTPDases (VASCONCELOS et al., 2009).

1.5 ESQUISTOSSOMOSE E PEROXIDACAO LIPIDICA

Em individuos infectados com S. mansoni, a lesdo fundamental causada pela
inflamacdo granulomatosa, caracteristica da doenca, associa-se com o aumento do
dano oxidativo através da geracao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ERO) nos tecidos do hospedeiro, principalmente no figado e intestino, em resposta
a presenca dos ovos altamente imunogénicos (CUNHA, 2008; FREITAS et al.,
2016).

Um dos efeitos do aumento de espécies reativas de oxigénio € o ataque a
estruturas celulares tais como proteinas, carboidratos, lipideos e acidos nucleicos
(NELSON; COX, 2011). Em relacdo aos lipidios de membranas, por meio do
processo chamado de peroxidacao lipidica, acidos graxos poli-insaturados, como o
acido araquidénico, podem gerar compostos intermediarios de alta reatividade com o
acido tiobarbitarico (TBA) ditas substancias reativas do acido tiobarbitirico (SRAT)
como o malondialdeido (MDA), dialdeido volatil e de baixo peso molecular (C3H;O0.,
P.M. = 72,07), gerado a partir da oxidacdo do acido araquidbnico (NAVAB et al.,
1996).

Na esquistossomose, existe uma associacdo entre a infeccdo parasitaria e
niveis aumentados de SRAT e ERO circulantes (EBOUMBOU et al., 2005). Desse
modo, um dos meios de se identificar experimentalmente o nivel de peroxidagéo

lipidica em amostras biolégicas seria por meio do método colorimétrico em que se
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usa o TBA, onde é identificado o complexo formado por meio da reacdo de
condensacao entre esse composto e as SRAT, principalmente o MDA. Esse
complexo MDA:TBA (1:2), de férmula molecular C13HgN4S204.H,O (P.M.=342,35),
apresenta fluorescéncia entre 515 nm e 553 nm e absor¢do maxima em 532 nm,
sendo facilmente detectado em espectrofotdmetro (LIMA; ABDALLA, 2001).

Visto isso, e sabendo da capacidade intrinseca de flavonoides como bons
agentes antioxidantes (MUSCHIETTI; MARTINO, 2007), a exemplo das auronas,
tornou-se interessante agregar ao nosso estudo a investigacdo da contribuicdo
desses compostos frente a patologias que aumentam o estresse oxidativo nos
tecidos e o nivel de peroxidacao lipidica, como ocorre na esquistossomose a nivel

do figado, um dos 6rgdos mais comprometidos nesta afeccao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de auronas sintéticas em modelos in vivo e in vitro de

esquistossomose murina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o efeito das auronas nos ensaios de inibicdo da atividade enziméatica
da apirase de batata;

e Observar o possivel efeito dessas moléculas sobre a integridade de
membrana (permeabilidade) e geracdo de autofagossomos nos vermes
adultos por meio da marcagéo por sondas fluorescentes em ensaios in vitro;

e Verificar o efeito destas auronas sintéticas, administradas por via oral, sobre o
tratamento da esquistossomose em modelo murino, avaliando-se a reducao
da carga parasitaria e oograma,;

e Avaliar o efeito das auronas como agentes antioxidantes in vivo no processo

de peroxidacéo lipidica.
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3 METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E LOCAL DE PESQUISA

Foi realizado um estudo laboratorial experimental, de carater quali-
quantitativo, no Laboratorio de Esquistossomose do Centro de Pesquisas René
Rachou, Fiocruz/MG, em parceria com no Laboratério de Estrutura e Funcdo de
Proteinas, do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de

Fora.

3.2 OBTENCAO DAS AURONAS

As moléculas foram cedidas pelo Nucleo de Identificacdo e Pesquisa de
Principios Ativos Naturais - NIPPAN, da Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora, coordenado pelo professor Doutor Ademar Alves da Silva
Filho.

As trés auronas usadas neste estudo foram obtidas por meio de reacdes de
ciclizacdo oxidativa a partir de chalconas, usando acetato de mercurio (II) em
piridina, sob aquecimento, de acordo com técnica descrita por Silveira (2013). A
sintese dessas moléculas ocorreu no préprio NIPPAN, no segundo semestre de
2017.

3.3 INFECCAO E CICLO

Os camundongos albinos da linhagem Swiss obtidos e mantidos nas
dependéncias do Biotério do Centro de Pesquisas René Rachou, foram submetidos
a infeccdo bissexual, por via subcutdnea, com aproximadamente 50
cercarias/animal. As condicbes de acesso a racdo e a agua foram mantidas ad
libitum.

Ao final de 55-60 dias poés-infecgdo, os animais foram eutanaziados sob
anestesia profunda com Ketamina e Xilazina nas doses de 90 mg/kg e 10 mg/kg de
peso corporal, respectivamente. Apés a eutanasia, os animais foam perfundidos
para a recuperacao de vermes adultos do sistema porta-hepético, método adaptado

da técnica descrita por Pellegrino e Siqueira (1956).
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3.4 ENSAIOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA APIRASE DA
BATATA

O produto da atividade enzimatica foi avaliado de acordo com o método
modificado de Taussky & Shorr (1953). Nesses ensaios, 0,5 ng de apirase de batata
purificada foi adicionada ao meio de reacdo contendo volumes varidveis (uUL) de
agua deionizada, 50 puL de tampé&o succinato 5x concentrado e volumes variaveis
(uL) da solucédo da droga de interesse, totalizando um volume de 250 pL. Os tubos
foram incubados durante 10 minutos em banho-maria a 37°C para estabilizacdo do
sistema e a reacgdo foi disparada com a adicao de 7,5 uL de ATP 0,1 M. Apés 10
minutos, a reacao foi interrompida pela adi¢cdo de 250 puL de HCI 0,1 N. A quantidade
de fosfato inorganico (Pi) liberado foi determinada pela adicdo de 500 pL de
reagente de cor (FeSO,, H,SO4, molibdato de amonio e 4gua deionizada). Apés 30
minutos da adi¢cdo do reagente de cor, a medida da densidade Optica foi feita em
espectrofotometro em 660nm.

As concentracfes finais de droga testadas apos adicdo ao meio de reacdo
foram: 1 mM, 0,1 mM, 0,01 mM, 0,001 mM e 0,0001 mM. Em cada ensaio, para cada
concentracéo, foram realizadas duplicatas do grupo branco, onde a amostra proteica
foi adicionada apés o término da reacao, e triplicatas do grupo teste, onde a amostra
proteica ja fora adicionada ao meio reacional antes da reacao ser disparada.

Para cada experimento, foram realizadas uma medida de atividade enziméatica
basal (controle) ou atividade enzimatica do grupo controle do veiculo usado para
solubilizar a droga (50% v/v glicerol PA e 50% etanol (5%) preparado em agua), em
cada concentracdo. A partir desses valores, a atividade residual encontrada para
cada droga foi subtraida da atividade enzimatica basal, obtendo-se o percentual de
inibicdo da atividade enzimatica de cada teste. As férmulas abaixo ilustram como
foram calculadas a atividade e a porcentagem de inibicdo, respectivamente:

atividade;osre — média atividadey gnco

Conc-proteina/medlacurva/tempOincubagéo

Atividade (nmolPimg=t.min™1) =

média atividade
Inibicio (%) = 100 — ( droga )x 100

média atividadecontrole negativo
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3.5 AVALIACAO IN VITRO DO EFEITO DAS AURONAS SOBRE OS VERMES
ADULTOS DE SCHISTOSOMA MANSONI.

3.5.1 Avaliacdo da integridade de membrana e formacao de autofagossomos

usando marcacao por sondas fluorescentes

Para avaliar o efeito das drogas sobre a integridade da membrana dos
vermes adultos de S. mansoni, assim como a formacdo de autofagossomos, foi
utiizada a técnica de marcacdo por sonda fluorescente em conjunto com a
microscopia de fluorescéncia. Para tanto, 0s grupos experimentais desse ensaio
foram tratados com as drogas em concentracdes, tendo por base o experimento
realizado previamente pelo grupo do professor Ademar Filho, cujos resultados ainda
ndo foram publicados. Assim, os vermes adultos foram expostos as drogas nas
contracdes 25 uM ou 10 pM, existindo também a presenca de grupos controles do
veiculo utilizado para solubilizar as auronas na maior concentracdo € um grupo
controle do experimento, onde os vermes ndo foram expostos a droga ou veiculo.
Em cada poco foram colocados aproximadamente quatro vermes adultos, que
permaneceram em cultura com ou sem contato com as drogas LS23, LS26 e LS29
por um periodo de 24h, em meio RPMI 1640 em estufa a 37°C, com atmosfera de
5% de CO..

Na avaliacdo da integridade da membrana -e consequente permeabilidade-,
foram utilizados dextrans de diferentes pesos moleculares (10kDa, 20kDa e 40kDa),
acoplados ao fluoroforo FITC (isotiocianato de fluoresceina) denominados FITC-
Dextrans, que sdo substancias (sondas) comercialmente disponiveis as quais a
membrana celular é impermeéavel. A medida em que é aumentada a formacéo de
poros, essas sondas sdo cada vez mais captadas do meio (JEREMIAS, 2015).
Todas essas sondas séo soluveis em agua e foram dissolvidas em meio de cultura
RPMI 1640, para a concentracdo final de 1 mg/mL. A partir das solu¢des estoque
assim preparadas, foram devidamente diluidas no meio de cultura contendo os
vermes, obtendo-se concentracgoes finais de 20 ng/mL em cada pogo.

Na avaliacdo da formacdo de autofagossomos, foi utilizada a sonda
monodansylcadaverin, que se liga especificamente aos autofagossomos, emitindo
fluorescéncia verde quando observadas no microscopio de fluorescéncia (AL-

ADHAMI et al., 2005). Para tanto, uma solucao estoque foi preparada dissolvendo-
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se a sonda em meio de cultura RPMI 1640, obtendo-se uma concentracao final de 1
mg/mL. A partir dessa solucao, aliquotas foram adicionadas aos po¢os contendo 0s
vermes, ajustando-se a concentracdo para 20 ng/mL em cada poco.

Apo6s 30 minutos de incubacdo na presenca das sondas dissolvidas em meio
RPMI 1640 em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% de CO,, os vermes dos grupos
experimentais anteriormente mencionados foram lavados 3 vezes pela substituicdo
do meio de cultura sobrenadante. Por fim, os vermes foram avaliados em

microscopio de fluorescéncia, e posteriormente, fotografados.

3.6 ENSAIOS IN VIVO

3.6.1 Grupo de animais

Camundongos fémeas da linhagem Swiss, com peso de aproximadamente 20
g, foram infectados com aproximadamente 50 cercarias/animal. Os animais foram
divididos em 10 grupos experimentais (n=15), incluindo um grupo controle composto
por animais infectados e nao tratados e um grupo controle tratado com praziquantel.

Para o tratamento com as auronas LS26 e LS29, emulsionadas em solucao
de DMSO a 0,5% preparada em solugéo tampao de salina fosfato (PBS - pH 7,4),
foram utilizados 150 animais nos ensaios, sendo divididos em: grupo controle 1 (15
animais) que nao recebeu intervencdes durante o periodo experimental; grupo
controle praziquantel (15 animais) que recebeu dose Unica (200 mg/kg) por via oral
(gavagem) 50 dias apéds infeccdo; grupos tratados com a droga, em dose Unica, nas
doses de 50 mg/kg (15 animais) e 100 mg/kg (15 animais), 50 dias apds a infeccao;
grupos tratados com a droga, em duas doses, sendo estas administradas 40 e 50
dias apoés a infeccdo, também nas doses de 50 mg/kg (15 animais) e 100 mg/kg (15
animais).

A avaliagdo da acao esquistossomicida sobre os animais infectados foi
realizada apos 55-60 dias de infec¢do, por meio da eutanasia dos animais por
deslocamento cervical. Os vermes, separados em machos, fémeas ou casais, foram
recuperados da perfusdo dos camundongos tratados e contados/agrupados
conforme a localizagdo dos mesmos (se nas veias mesentéricas ou hepéticas). Os

resultados foram comparados aos obtidos nos grupos-controles.
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3.6.2 Andlise qualitativa e quantitativa do oograma

Para avaliar os efeitos sobre a evolucao dos ovos, foram realizados oogramas
com uma porcédo de cerca de 1 cm da juncéo ileocecal dos animais submetidos aos
tratamentos e do grupo controle ndo tratado. O fragmento de intestino foi
ligeiramente seco em papel absorvente e mantido pressionado entre uma lamina de
vidro e uma laminula de plastico. Os ovos foram observados a fresco e
morfologicamente avaliados quanto a maturidade sob microscopico Optico comum
(aumento de 200 vezes). A classificacdo dos ovos em maduros e imaturos foi
realizada de acordo com a metodologia proposta por Pellegrino e colaboradores
(1962), sendo estabelecida a contagem de até 50 ovos por fragmento e o0s

resultados expressos em porcentagem.

3.6.3 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica em amostras de figado

3.6.3.1 Determinacdo das substancias reativas do acido tiobarbitirico (SRAT)

presentes nas amostras de figado

O objetivo da aplicacdo do método foi a determinacdo da concentracdo de
SRAT em amostras do figado dos animais experimentados. Para tanto, preparou-se
um homogeneizado dos figados com tampéo fosfato (1:10 por grama de tecido),
preservando as amostras as temperaturas entre 0 e 2 °C. Logo ap0s, as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm, e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80

°C até o momento da etapa a seguir.

3.6.3.2 Dosagem do acido tiobarbittrico (TBA) nos homogeneizados

Para a dosagem do TBA, pesou-se 0,5 gramas do sobrenadante,
acondicionando-o em tubos de ensaio, em triplicata para cada amostra. Logo apés,
adicionou-se 50 pL de solucdo etandlica de 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol)
(BHT) a 4% (p/v), 2,5 mL de acido fosférico a 1% (v/v) e 1,25 mL de TBA a 1% (p/v)
em NaOH 0,05 M). Essa solucéo foi entdo aquecida em banho fervente por 15 min e

resfriada em banho de gelo por 10 min.
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Em seguida, adicionou-se 3 mL de butanol em cada tubo para que o
complexo formado (TBA-MDA) passasse para a fase orgéanica. Agitou-se os tubos
lentamente (por 10 vezes) e esses foram levados a centrifugacdo a 4000 rpm por 3
min.

ApGs a centrifugacdo, uma aliquota da fase butandlica (sobrenadante) de 200
pL foi retirada e plaqueada, em triplicata, em placa de ELISA para se fazer a leitura a
535 nm em espectrofotébmetro.

Por fim, os dados de absorbancia foram utlizados para se calcular a
concentracéo do complexo TBA-MDA a partir da curva padrdo de MDA previamente

realizada.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

No intuito de comparar os resultados obtidos das amostras independentes, 0
teste "t"de Student e ANOVA foram aplicados. Os outliers foram retirados por
aplicacao do teste dos quadrados. Os resultados foram apresentados como média
aritmética + o valor do desvio padrao e em porcentagem, considerando os valores
significativamente diferentes quando p < 0,05 por analise de variancia one-way. A
avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada utilizando os programas Excel e
GraphPad Prism6®.

3.8 ASPECTOS ETICOS
Sob a observancia dos Principios Eticos da Experimentacdo Animal, a

presente pesquisa foi submetida a apreciacdo do Comité de ética para o uso de
animais da FIOCRUZ (CEUA), tendo como numero de aprovacao LW 21/16.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA APIRASE DA
BATATA

De acordo com os resultados ilustrados no grafico 1, o experimento que
verifica a atividade ATP&sica da apirase sugeriu que ndo havia uma diferenca
expressiva da atividade enzimatica entre o grupo controle e os grupos do veiculo
nas trés maiores concentracbes. Ja em relacdo ao ensaio para verificacdo da
atividade ADPasica, esse apresentou maiores variagdes entre os grupos analisados,
destacando-se uma possivel influéncia da mistura de etanol e glicerol na atividade

enzimatica dos tubos que comp&éem o grupo controle veiculo 0,1 mM.

Grafico 1 — Efeito do veiculo sobre as atividades ATPasica e ADPésica da
NTPDase de Solanum tuberosum. O efeito do veiculo sobre a atividade da enzima
foi avaliado em comparacdo com o controle de agua. O veiculo, composto por uma
mistura de 50% v/v glicerol PA e 50% etanol (5%) preparado em &gua, foi testado
nas trés maiores concentracdes equivalentes das drogas, em escala de mM, sendo

a atividade expressa em nmolPi.mg~t.min™1.
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Fonte: elaboracéo prépria.
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Em relacdo ao experimente com droga LS23, verificou-se auséncia de
diferenca na atividade enzimatica quando comparados o controle de agua e o
controle veiculo, se considerado a margem do desvio-padrdo. Em relacdo aos
grupos tratados com a droga LS23, comparando-se com 0s controles agua e
veiculo, o experimento sugeriu que a essa droga néo foi capaz de inibir a atividade
enzimatica da apirase na hidrolise do ATP ou ADP, em todas as concentragdes

testadas, como ilustra o grafico 2.

Gréafico 2 — Efeito da droga LS23 sobre as atividades ATPasica e ADPasica da
NTPDase de Solanum tuberosum. O efeito de inibicdo de LS23 sobre a atividade
da enzima, expressa em nmolPi.mg~1.min"1, foi avaliado em comparacdo com o
controle de agua e controle veiculo. O veiculo, composto por uma mistura de 50%
v/v glicerol PA e 50% etanol (5%) preparado em agua, foi testado na maior
concentracdo equivalente da droga. A droga foi testada em cinco concentragdes (1
mM, 0,1 mM, 0,01 mM, 0,001 mM e 0,0001 mM).
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Fonte: elaboragéo propria.

Em relacdo a droga LS26, observa-se que a atividade do veiculo e a atividade
do controle dgua nao diferem entre sim, tanto para andlise da hidrolise do ATP
quanto ADP. Ainda, observa-se uma reducdo da atividade ATPasica de 15, 12 e
47% nos grupos tratados com LS26 (0,dmM, 0,00lmM e 0,0001mM,



35

respectivamente) em relacdo ao controle de agua. JA em relacdo a atividade
ADPasica, o grafico 3 sugere que 0s grupos tratados com a droga nas maiores
concentracfes aumentam um pouco a atividade enziméatica basal (comparacdo com
controle de &gua), tendendo a uma reducdo gradual da atividade nos grupos
0,01mM e 0,001mM (21,5% menor).

Gréafico 3 — Efeito da droga LS26 sobre as atividades ATPasica e ADPasica da
NTPDase de Solanum tuberosum. O efeito de inibicdo de LS26 sobre a atividade
da enzima, expressa em nmolPi.mg~1.min™!, foi avaliado em comparagdo com o
controle de agua e controle veiculo. O veiculo, composto por uma mistura de 50%
v/v glicerol PA e 50% etanol (5%) preparado em &gua, foi testado na maior
concentracdo equivalente da droga. A droga foi testada em cinco concentracdes (1
mM, 0,1 mM, 0,01 mM, 0,001 mM e 0,0001 mM).
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Fonte: elaboracéo prépria.

Em relacdo a LS29, os experimentos revelaram um perfil de ndo-inibicdo da
droga (gréfico 4) em relacdo a atividade basal dos controles. Esse achado corrobora
com fator de ndo existéncia de inibidores disponiveis atualmente no mercado para

esta familia de enzimas.
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Gréfico 4 — Efeito da droga LS29 sobre as atividades ATPasica e ADPasica da
NTPDase de Solanum tuberosum. O efeito de inibicdo de LS29 sobre a atividade
da enzima, expressa em nmolPi.mg~1.min"1, foi avaliado em comparacdo com o
controle de agua e controle veiculo. O veiculo, composto por uma mistura de 50%
v/v glicerol PA e 50% etanol (5%) preparado em agua, foi testado na maior
concentracéo equivalente da droga. A droga foi testada em cinco concentragdes (1
mM, 0,1 mM, 0,01 mM, 0,001 mM e 0,0001 mM).
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Fonte: elaboracéo propria.

4.2 ENSAIOS PARA AVALIACAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA E
FORMACAO DE AUTOFAGOSSOMOS USANDO MARCACAO POR SONDAS
FLUORESCENTES

As figuras a seguir ilustram os ensaios de marcacao fluorescente pelas
sondas monodansylcadaverine e dextrans, capazes de evidenciar a presenca de
autofagossomos e poros na membrada (integridade/permeabilidade) do verme,
respectivamente. Nessas imagens, é possivel observar a presenca de pontos
isolados de fluorescéncia ao longo do corpo dos vermes e também uma
fluorescéncia mais continua que corresponde a autofluorescéncia do proprio verme.

Adicionalmente, nota-se que em todos o0s experimentos as fémeas parecem



absorver ambas as sondas mais intensamente que os machos, fendbmeno ainda

desconhecido.

Figura 7- Marcacdo de autofagossomos em vermes adultos de Schistosoma
mansoni pela sonda fluorescente monodansylcadaverine ap0s exposicdo a
LS23 ou veiculo por 24 horas. (a) Macho do controle veiculo. (b) Fémea do
controle veiculo. (c) Macho do grupo 25 puM. (d) Fémea do grupo 25 uM. Os vermes
foram incubados in vitro por 30 minutos com a sonda (20 ng/ml por poco) dissolvida
em meio RPMI 1640, sendo lavados 3 vezes pela substituicdo do meio de cultura
sobrenadante e posteriormente preparados para serem avaliados em microscépio de

fluorescéncia, e fotografados.
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Fonte: elaboracéo prépria.
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Figura 8- Marcacédo de poros (integridade/permeabilidade) no tegumento de
vermes adultos de Schistosoma mansoni pelas sondas fluorescentes FITC-
Dextrans apds exposicdo a LS23 ou veiculo por 24 horas. (a) Macho do controle
veiculo. (b) FEmea do controle veiculo. (c) Macho do grupo 25 uM. (d) aumento de
10x a figura “c”. (e) Fémea do grupo 25 uM. (f) aumento de 10x a figura “e”. Os
vermes foram incubados in vitro por 30 minutos com a sonda (20 ng/ml por poco)
dissolvida em meio RPMI 1640, sendo lavados 3 vezes pela substituicdo do meio de
cultura sobrenadante e posteriormente preparados para serem avaliados em

microscopio de fluorescéncia, e fotografados.
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Fonte: elaboracéo prépria.
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Figura 9- Marcacao de autofagossomos em vermes adultos de Schistosoma
mansoni pela sonda fluorescente monodansylcadaverine ap0s exposicdo a
LS26 ou veiculo por 24 horas. (a) Macho do controle veiculo. (b) Fémea do
controle veiculo. (c) Macho do grupo 25 uM. (d) Fémea do grupo 10 uM. (e)
aumento de 10x a figura “d”. Os vermes foram incubados in vitro por 30 minutos com
a sonda (20 ng/ml por poco) dissolvida em meio RPMI 1640, sendo lavados 3 vezes
pela substituicdo do meio de cultura sobrenadante e posteriormente preparados para

serem avaliados em microscopio de fluorescéncia, e fotografados.

Macho Fémea

Fonte: elaboracéo prépria.
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Figura 10- Marcacdo de poros (integridade/permeabilidade) no tegumento de
vermes adultos de Schistosoma mansoni pelas sondas fluorescentes FITC-
Dextrans apds exposicdo a LS26 ou veiculo por 24 horas. (a) Macho do controle
veiculo. (b) Fémea do controle veiculo. (c) Macho do grupo 25 pM. (d) Fémea do
grupo 25 pM. Os vermes foram incubados in vitro por 30 minutos com a sonda (20
ng/ml por pogo) dissolvida em meio RPMI 1640, sendo lavados 3 vezes pela
substituicdo do meio de cultura sobrenadante e posteriormente preparados para

serem avaliados em microscopio de fluorescéncia, e fotografados.

Macho Fémea

Fonte: elaboracéo proépria.
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Figura 11- Marcagdo de autofagossomos em vermes adultos de Schistosoma
mansoni pela sonda fluorescente monodansylcadaverine ap0s exposicdo a
LS29 ou veiculo por 24 horas. (a) Macho do controle veiculo. (b) Fémea do
controle veiculo. (c) Macho do grupo 10 puM. (d) Fémea do grupo 10 uM. (e)
aumento de 10x a figura “d”. Os vermes foram incubados in vitro por 30 minutos com
a sonda (20 ng/ml por poco) dissolvida em meio RPMI 1640, sendo lavados 3 vezes
pela substituicdo do meio de cultura sobrenadante e posteriormente preparados para

serem avaliados em microscopio de fluorescéncia, e fotografados.

Macho Fémea

Fonte: elaboracéo prépria.
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Figura 12- Marcacdo de poros (integridade/permeabilidade) no tegumento de
vermes adultos de Schistosoma mansoni pelas sondas fluorescentes FITC-
Dextrans apds exposicdo a LS29 ou veiculo por 24 horas. (a) Macho do controle
veiculo. (b) Fémea do controle veiculo. (c) Macho do grupo 10 pM. (d) Fémea do
grupo 10 uM. (e) aumento de 10x a figura “d”. Os vermes foram incubados in vitro
por 30 minutos com a sonda (20 ng/ml por poco) dissolvida em meio RPMI 1640,
sendo lavados 3 vezes pela substituicio do meio de cultura sobrenadante e
posteriormente preparados para serem avaliados em microscopio de fluorescéncia,

e fotografados.

Macho Fémea

Fonte: elaboracéo proépria.
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4.3 ENSAIOS IN VIVO

4.3.1 Recuperacado de vermes

A verificacdo da reducdo do numero de verme e a distribuicdo desses entre
mesentério e figado, aliados as alteragbes no oograma, juntos constituem o0s
principais métodos para a triagem de drogas esquistossomicidas (PELLEGRINO;
KATZ, 1968).

A literatura relata que, em camundongos experimentalmente infectados com S.
mansoni, existe uma determinada porcentagem de distribuicdo dos vermes, aos 45
dias poés infeccdo, quando quase todos eles ja atingiram a maturidade sexual e
iniciaram a postura de ovos: 60%-70% encontram-se nos vasos mesenteéricos; 20%-
30% na veia porta e 0%-20% nas veias intra-hepéticas. Ainda, quando ocorre a
administracdo de uma droga ativa, essa tende a causar um deslocamento parcial ou
total dos vermes para o figado (PELLEGRINO; KATZ, 1968). Baseando-se nisso,
por meio da perfusdo dos vasos sanguineos dos camundongos infectados é possivel
fazer a recuperacdo dos vermes, conta-los, separd-los em machos e fémeas,
identificar o local onde estdo distribuidos, enfim, levantar varias informacgfes do
modelo experimental que ir&o indicar o potencial de atividade esquistossomicida de
novas drogas.

Nos experimentos que realizamos, tanto a droga LS26 quanto a LS29
mostraram-se efetivas na reducdo da carga parasitaria (total de vermes adultos

recuperados), estando os dados compilados nos graficos 1 e 2 e nas tabelas 1 e 2.
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Gréfico 5 — Distribuicdo da carga parasitaria nos grupos de animais nao
tratados, tratados com praziquantel (PZQ) e grupos tratados com a droga LS26
em diferentes esquemas terapéuticos. A carga parasitaria representa a média do
namero de vermes (machos e fémeas) recuperados dos animais. Os camundongos
foram divididos em seis grupos experimentais, incluindo um grupo controle néo
tratado e um grupo controle tratado com praziquantel 200 mg/Kg de peso, por via
oral, como controle positivo do experimento. Os demais grupos receberam a droga
teste LS26 também por via oral nas doses 50 mg/Kg ou 100 mg/Kg de peso, em dois
esquemas distintos: dose Unica (DU) e duas doses (2D), sendo o ultimo intercalado

por um periodo de 10 dias.
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** Diferenca significativa (p<0,0018) entre o grupo nao tratado e o grupo tratado com
LS26 50 mg/Kg, em esquema de duas doses.
Fonte: elaboracéo propria.

Os resultados dos tratamentos com LS26 sugerem uma forte atividade

esquistossomicida dessa droga na concentracdo de 50 mg/Kg em esquema
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terapéutico de duas doses, onde neste grupo houve uma reducdo da carga
parasitaria de 56.20% em comparacao ao controle ndo tratado.

Em relacdo a distribuicdo percentual entre veias mesentéricas e 0S vasos
hepaticos, LS26, no mesmo esquema terapéutico referido anteriormente, foi capaz
de causar um aumento significativo no deslocamento parcial dos vermes que
habitavam as veias mesentéricas, quando comparado ao controle ndo tratado, o que
reforca ainda mais o carater de droga ativa sobre os vermes adultos de S. mansoni.
Adicionalmente, a tabela 1 ilustra que o mesmo fendmeno do aumento do
deslocamento parcial também ocorreu nos grupos que receberam o tratamento com

LS26 100 mg/Kg em dose Unica.

Tabela 1 — Taxas de recuperacdo dos vermes adultos de Schistosoma
mansoni, expressas em média e desvio padréo (DP), e distribuicdo percentual,
em relacdo a média, encontradas no mesentério e figado dos grupos de
animais nao tratados, tratados com praziquantel (PZQ) e grupos tratados com
a droga LS26 em diferentes esquemas terapéuticos. Os camundongos foram
divididos em seis grupos experimentais, incluindo um grupo controle ndo tratado e
um grupo controle tratados com praziquantel 200 mg/Kg de peso, por via oral, como
controle positivo do tratamento. Os demais grupos receberam a droga teste LS26
também por via oral nas doses 50 mg/Kg ou 100 mg/Kg de peso, em dois esquemas
distintos: dose uUnica (DU) e duas doses (2D), sendo o ultimo intercalado por um

periodo de 10 dias.

Esquema de Animais Distribuicdo de vermes
tratamento experimentados Média de vermes %

mg/Kg n° + DP (% reducado) Mesentério  Figado
N&o tratados 12 36,17 £ 18,15 88,48 11,52
Tratados PZQ 11 1,90 + 2,81 (94,74)° 76,32° 23,68°
Dose Unica 50 14 29,07 £ 9,43 (19,63) 79,36 20,64
Dose Unica 100 11 23,73 + 8,70 (34,39) 63,21° 36,79
Duas Doses 50 11 15,82 + 5,44 (56,16) * 82,74° 17,26
Duas Doses 100 12 36,00 + 17,37 (0,47) 88,00 12,00

a: Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle nao tratados (p<0,05)
Fonte: elaboracéo propria.

Em relacdo aos tratamentos com LS29, os resultados foram ainda mais

instigantes, pois essa droga conseguiu reduzir a carga global parasitaria de forma
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significativa em duas propostas terapéuticas: no grupo tratado com 50 mg/Kg em
duas doses notou-se uma reducgéo percentual de 57,61% do total de vermes, e no
grupo tratado com 100 mg/Kg em duas doses também houve uma reducéo

significativa de 37,15%, ambas em relacéo ao grupo controle ndo tratado (grafico 9).

Gréafico 6 — Distribuicdo da carga parasitaria nos grupos de animais nao
tratados, tratados com praziquantel (PZQ) e grupos tratados com a droga LS29
em diferentes esquemas terapéuticos. A carga parasitaria representa a média do
namero de vermes (machos e fémeas) recuperados dos animais. Os camundongos
foram divididos em seis grupos experimentais, incluindo um grupo controle néo
tratado e um grupo controle tratados com praziquantel 200 mg/Kg de peso, por via
oral, como controle positivo do tratamento. Os demais grupos receberam a droga
teste LS29 também por via oral nas doses 50 mg/Kg ou 100 mg/Kg de peso, em dois
esquemas distintos: dose Unica (DU) e duas doses (2D), sendo o ultimo intercalado

por um periodo de 10 dias.
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* Diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo nao tratado e o grupo tratado com
LS29 100 mg/Kg, em esquema de duas doses.
** Diferenca significativa (p<0,001) entre o grupo néo tratado e o grupo tratado com
LS29 100 mg/Kg, em esquema de duas doses.

Fonte: elaboracéo propria.

Por sua vez, a droga LS29 também foi capaz de causar aumento significativo
no deslocamento parcial dos vermes outrora albergados nas veias mesentéricas,
tanto no esquema terapéutico de 50 mg/Kg em duas doses quanto no de 100 mg/Kg

em duas doses (tabela 2).

Tabela 2 — Taxas de recuperacdo dos vermes adultos de Schistosoma
mansoni, expressas em meédia e desvio padrao (DP), e distribui¢cdo percentual,
em relacdo a média, encontradas no mesentério e figado dos grupos de
animais nao tratados, tratados com praziquantel (PZQ) e grupos tratados com
a droga LS29 em diferentes esquemas terapéuticos. Os camundongos foram
divididos em seis grupos experimentais, incluindo um grupo controle ndo tratado e
um grupo controle tratados com praziquantel 200 mg/Kg de peso, por via oral, como
controle positivo do tratamento. Os demais grupos receberam a droga teste LS29
também por via oral nas doses 50 mg/Kg ou 100 mg/Kg de peso, em dois esquemas
distintos: dose uUnica (DU) e duas doses (2D), sendo o ultimo intercalado por um

periodo de 10 dias.

Esquema de Animais Distribuicdo de vermes
tratamento experimentados Média de vermes %

mg/Kg n° + DP (% reducao) Mesentério  Figado
Nao tratados 12 36,17 £ 18,15 88,48 11,52
Tratados PZQ 11 1,90 + 2,81 (94,74)° 76,32° 23,68°
Dose Unica 50 13 31,31 + 14,10 (13,45) 88,69 11,31
Dose Unica 100 11 25,00 + 6,50 (30,88) 81,82 18,18
Duas Doses 50 12 15,33 +5,91 (57,61)° 85,87° 14,13
Duas Doses 100 11 22,73 +6,70 (37,15) % 87,60° 12,40

a: Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle nédo tratados (p<0,05)

Fonte: elaboracéo propria.
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De maneira geral, em relacdo a reducéo global da carga parasitaria, as duas
drogas pareceram ser mais efetivas quando trabalhadas no esquema terapéutico de
50 mg/Kg em duas doses.

De forma curiosa, na proposta terapéutica de 100 mg/Kg em duas doses para
LS29, apesar de se ter notado uma reducdo significativa da carga parasitaria em
relacdo ao grupo controle ndo tratado, quando comparamos ao esquema de 50
mg/Kg em duas doses, a reducdo foi menor na média de vermes recuperados.
Assim, o0 experimento revelou que quando trabalhamos com duas doses, ndo temos
necessariamente um perfil em que com o aumento da dose aumenta-se a resposta
(ou seja, aumento da reducdo da carga de parasitos). De qualquer modo, por nédo se
conhecer ainda o perfil farmacocinético dessa droga, pouco se pode inferir sobre

esse achado.

4.3.2 Analise qualitativa e quantitativa do oograma

Para Katz (2008), o estudo do oograma deve ser um método preposto para
mavaliacdo de triagem de drogas e também constar sempre nos ensaios nao
clinicos de agentes ativos contra S. mansoni. Assim, para efeitos do estudo do
oograma considera-se que, nas infec¢des experimentais, a partir do trigésimo dia de
inoculacdo os vermes fémeas iniciam a postura de ovos ainda imaturos, que levam
em torno de seis dias para o amadurecimento completo, ou seja, para que o embrido
de primeiro estagio atinja a forma de miracideo. Nesse método, portanto, fragmentos
de intestino delgado séo levados ao microscépico para uma analise morfolégica dos
ovos, 0 que permite a classificacdo entre viaveis (com presenca do embrido) ou
mortos. Dentre 0s ovos viaveis ocorrem os maduros (com o miracidio totalmente
desenvolvido) e os imaturos (primeiro estagio: o embrido ocupa menos de 1/3 do
didmetro do ovo; segundo estagio: metade do didmetro; terceiro estagio: 2/3 do
comprimento do ovo; quarto estagio: praticamente todo o ovo é ocupado pelo
embrido).

Pellegrino e Katz (1968), examinando fragmentos de intestino delgado de
camundongos infectados e tratados com uma droga ativa contra vermes adultos de
S. mansoni, verificaram que com o passar dos dias apds o tratamento, 0os ovos dos
estagios iniciais foram desaparecendo gradativamente, visto que no sétimo dia os

ovos de quarto estagio ndo eram mais achados; ja em relacado aos ovos maduros, foi



49

verificado que esses poderiam persistir por até mais de 12 dias na parede intestinal.
Seguindo essa linha de pensamento, uma analise do oograma dos animais
experimentados e tratados com uma determinada droga permitiia entdo a
verificacdo do fendmeno de interrup¢céo da postura.

Nesse sentido, para verificar o efeito das drogas LS26 e LS29 sobre o oograma,
adotou-se a metodologia da contagem dos ovos vidveis presentes nos fragmentos
de intestino delgado dos animais experimentados, classificando os ovos em
maduros e imaturos (nos quatro estagios). Ainda, o oograma foi considerado
alterado na auséncia de um ou mais estagios imaturos (ARAUJO et al., 1996). Os

resultados obtidos com esse experimento estdo mostrados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Distribuicdo percentual dos ovos viaveis encontrados nos
fragmentos de intestino delgado de animais infectados por Schistosoma
mansoni submetidos a diferentes tratamentos com LS26 ou PZQ e

classificacdo do estado do oograma.

Esquema de Meou;lt?rsos Ores Imetes () Algirgf;n(::e
r men
t ?r%/l(eq)to ) IV 1l I |
Sem tratamento 55,77 12,67 16 4,78 10,22 Nao
Controle PZQ 91,59%  0,93% 0,93% 0,93* 56° Sim
Dose Unica 50 67,54° 11,45° 501%" 596" 10,02 Sim
Dose Unica 100 4439  19,39° 794" 607" 222° Sim
Duas Doses 50 55,33 17%* 7612 812" 11,92° Sim
Duas Doses 100  79,28° 931" 2,12 45  48° Sim

a: Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle néo tratados (p<0,05);
b: Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle PZQ (p<0,05).

Fonte: elaboracéo prépria.
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Tabela 4 - Distribuicdo percentual dos ovos viaveis encontrados nos
fragmentos de intestino delgado de animais infectados por Schistosoma
mansoni submetidos a diferentes tratamentos com LS29 ou PZQ e

classificacdo do estado do oograma.

Esquemade Mgt;/l?rsos Oviee TTEues (&) Alé%rgr(;aamoa?e
"Z%Zr?fg)m (%) Y 1l I |
Sem tratamento 55,77 12,67 16 4,78 10,22 Nao
Controle PZQ 91,59* 0,93* 093* 0,93 562 Sim
Dose Unica50  65,24° 9,38° 322" 725" 1492 Sim
Dose Unica100  54,46° 6,02%° 7,71® 11,08 20,72° Sim
Duas Doses 50 59,04°  8,04° 5,02 9,04° 1884° Sim
Duas Doses 100  6591° 958° 762" 3,94 12,96 Sim

a: Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle nado tratados (p<0,05);
b: Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle PZQ (p<0,05).

Fonte: elaboracéao proépria.

De acordo com os dados supracitados, nota-se que para as duas drogas, em
todos os esquemas terapéuticos, assim como ocorre no grupo controle PZQ, ocorreu
a auséncia de pelo menos um dos estagios imaturos, sugerindo que tais tratamentos
interferem, em algum grau, na cinética de desenvolvimento dos ovos. Para Katz
(2008), apo6s o tratamento, a auséncia de qualquer um dos estagios dos ovos viaveis
é indicacdo de que houve parada de postura e que, portanto, a droga tem atividade
sobre S. mansoni.

Além disso, em todos 0s grupos experimentais, incluindo os grupos-controles,
para as duas drogas, existe uma prevaléncia de ovos no estagio maduro,
destacando-se uma diferencga significativa entre os grupos-controles.

Adicionalmente, observou-se que, com exce¢ao ao grupo controle sem
tratamento, em todos o0s demais grupos experimentais ocorreu uma contagem
inferior a 50 ovos viaveis por fragmento de intestino em pelo menos um animal. No
grupo controle PZQ, de modo especial, em nenhuma das laminas chegou-se a
contagem de 50 ovos, achando-se fragmentos com 34 ovos ou nenhum ovo. Esse
fenbmeno é facilmente assimilado uma vez em que se conhece a natureza
esquistossomicida do praziquantel, que reduz drasticamente a quantidade de
vermes adultos dias ap0s o tratamento, e consequentemente a quantidade de ovos

achados nos tecidos tende a ser menor. De modo semelhante, nos grupos tratados
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com LS26 ou LS29 ocorreu a contagem inferior a 50 ovos por fragmento em pelo
menos um dos animais experimentados; por exemplo, no grupo LS29 100 em duas
doses, cinco fragmentos tinham menos de 50 ovos.

Enfim, notou-se que ambas as drogas parecem interferir na cinética de
desenvolvimento dos ovos uma vez que em todos 0s esquemas terapéuticos foi
atribuido um oograma alterado. Tais resultados corroboram com os de reducédo da
carga parasitaria e com o aumento do deslocamento parcial dos vermes do
mesenteério, reforcando o carater de drogas ativas, in vivo, contra vermes adultos de

S. mansoni.

4.3.3 Avaliacao da peroxidacao lipidica nas amostras de figado

A deteccao da concentracdo de MDA utilizando o TBA pode ser feita através
do “teste das substancias reativas com acido tiobarbiturico (SRATB)”, um método
bastante popular por ser simples e rapido, sendo capaz de fornecer informacdes
sobre o grau de peroxidacao lipidica nos tecidos (LIMA; ABDALLA, 2001).

Cunha (2008), ao investigar alteracBes bioquimicas em pacientes com
esquistossomose aguda, identificou niveis elevados de MDA no plasma dos
individuos acometidos por essa doenca através de uma técnica semelhante a
aplicada neste estudo. No modelo de esquistossomose experimental que
estudamos, nas amostras de figado ndo foram observadas diferencas significativas
nos niveis de MDA entre grupos experimentais, com excecao ao grupo de animais
tratados com LS29 (100 mg/Kg, em duas doses), onde detectou-se uma maior
concentracdo de MDA se comparadas as concentragdes encontradas nos grupos
“Tratados PZQ” e “LS29 DU 100” (grafico 7).
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Gréafico 7 — Niveis de malondialdeido em homogenato de figado de animais

submetidos a infeccdo com Schistosoma mansoni.
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Controle Positivo (ANOVA seguida de teste de Tuckey).

Fonte: elaboracéo prépria.

O grafico 7 ilustra os valores da concentracao de MDA em micromols por litro
de homogenato de figado de todos os animais que foram submetidos a infeccdo com
S. mansoni. Pode-se inferir que: quanto maior for a concentracdo, maior a formacéo
do complexo TBA-MDA,; logo, mais intensa foi a peroxidacdo lipidica. Assim,
considerando os flavonoides LS26 e LS29 como possiveis agentes antioxidantes,
agindo de forma tedrica no combate aos radicais livres gerados no processo
patolégico da esquistossomose no figado, era esperado uma reducdo da
peroxidacgéo lipidica nos animais tratados em comparacao aos ndo tratados, fato que
nao foi observado com esse experimento.

Ainda, apesar de partirmos de um viés tedrico interessante, os flavonoides em
guestdo, assim como outros xenobidticos introduzidos em organismos complexos,
podem ter sofrido metabolizacdo e perdido estruturas como anéis aromaticos e

duplas conjugadas capazes de sequestrar os radicais livres.
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CONCLUSAO

As NTPDases de S. mansoni guardam homologia estrutural com a apirase de
batata, sendo essa empregada no modelo in vitro de busca de inibidores para essa
familia de enzimas. Das auronas testadas nesse trabalho, apenas LS26 apresentou
atividade inibitéria das atividades ATPésicas e ADPé&sicas.

Adicionalmente, através do uso das sondas fluorescentes, foi possivel
evidenciar a presenca intensificada de autofagossomos e poros na membrada dos
vermes expostos as drogas LS23, LS26 e LS29, o que pode sugerir um possivel
local de acao esquistossomicida dessas drogas.

Os resultados in vivo sugeriram que as drogas LS26 e LS29 foram
efetivamente esquistossomicidas pois reduziram significativamente a carga global
parasitaria. Além disso, promoveram o deslocamento parcial dos vermes das veias
mesentéricas para os vasos hepéticos e foram capazes de interferir na cinética de
desenvolvimento dos ovos, uma vez que em todos 0s esquemas terapéuticos foi
observado um oograma alterado.

Apesar das auronas atuarem como agentes antioxidantes, os compostos
LS26 e LS29 administrados por via oral experimentalmente infectados ndo foram
capazes de reduzir o nivel de peroxidacao lipidica no figado.

Por fim, o conjunto de resultados sugere que as drogas LS26 e LS29 sao
fortes candidatas as novas drogas esquistossomicidas, destacando-se a
necessidade de se investigar seus perfis farmacocinético e farmacodinamico de
forma mais detalhada, além de se pensar estratégias no campo da farmacotécnica

para desenvolvimento de uma formula farmacéutica estavel, segura e eficaz.
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