FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ

Curso de Pdés-Graduacéao em Biotecnologia em Saude
e Medicina Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

INIBICAO DO SISTEMA ANTIOXIDANTE PARASITARIO COMO ALVO
CONTRA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

RAFAEL LIMA COSTA

Salvador -Brasil
2014



FUNDACAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ

Curso de Pdés-Graduacéao em Biotecnologia em Saude
e Medicina Investigativa

INIBICAO DO SISTEMA ANTIOXIDANTE PARASITARIO COMO ALVO
CONTRA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

RAFAEL LIMA COSTA

ORIENTADOR: Dr. Marcos André Vannier Dos Santos

Dissertagdo  apresentada ao
Curso de Pos-Graduacdo em
Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa para obten¢éo do Grau
de mestre em ciéncias.

Salvador -Brasil
2014



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Costa, Rafael Lima

C837ilnibicao do sistema antioxidante parasitario como alvo contra Esquistossomose
mansoOnica/ Rafael Lima Costa. - 2014.

66f. :il. ; 30 cm.

Orientador: Prof. Dr. Marcos André Vannier dos Santos, Laboratorio de
Biomorfologia Parasitaria.
Dissertagao (mestrado) — Fundagao Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas
GongaloMoniz, 2014.

1. Schistosoma mansoni.2. Tratamento.3. Cloroquina.4.Dietilditiocarbamato I.Titulo.
CDU 616.995.122




“INIBICAO DO SISTEMA ANTIOXIDANTE PARASIIARIO COMO ALVO CONTRA
ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA”

RAFAEL LIMA COSTA

FOLHA DE APROVACAO

COMISSAO EXAMINADORA

— N ———
' J

/' {L/. o el sl Ceed 7 _«fih.l;... P \\-. ba e —
Dr. Zilton de Aradjo Andrade Dr. Artur Gomes Dias Lima
Pesquisador Professor Titular
CPqGM/FIOCRUZ UNEB

v o L
e (Ll /)F’/}A L

Dr'. Milena Botelho Pereira Soares
Pesquisadora Titlar
CPgGM/FIOCRUZ



Dedico meu trabalho a Deus, a vida e
a minha familia, tudo que sou e a vontade
de ser. Dedico a minha busca e 0 meu
crescer, 0 caminho que sigo, e como este,

0S passos que piso.



AGRADECIMENTOS

Primeiro a Ele, por isso e por tudo.
A minha mé&e por seu carinho e paciéncia, meu pai pelo seu siléncio e honestidade.
A minha irma por seu exemplo e sua cagulice.
As minhas familias pelo o amor que me dedicam e dor que compartilham.
A0s meus amigos por serem verdadeiros irmaos.
Ao meu Professor Dr. Marcos André Vannier dos Santos, pela sua paciéncia,
dedicacéo e sabedoria, durante todo esse tempo.

Ao LBP de hoje e de outros tempos: Ana Lucia, Daniel, Diego, Diogo, Eliete, Fernanda,
Tayane, Vanessa, Ana Paula, Bete, Bruno, Carla, Danielle, Eliomara, Edson, Gustavo, Karla,
Thiara, e Rafael Gomes pela ajuda sempre disponivel e pelas risadas.

A Adriana Rangel, Claudio Figueira e Clatdia pela ajuda e esclarecimentos na UME.
Aos amigos e colegas de outros laboratorios por preencherem a xicara sempre que possivel,
em especial ao seu Anténio do LAPEX, sem sua disponibilidade o trabalho néo seria.
Aos grandes amigos dessa luta, Ciro, Ebenézer e Mateus
pelos puxdes de orelhas e palavras de incentivo.

Aos professores e coordenagdo da PgBSMI.

As funcionarias da Biblioteca Eurydice Pires de Sant'Anna, principalmente a D. Fiscina pelo
seu empenho em auxiliar alunos perdidos em normas e formatacdes textuais.

A todos os funcionarios do Centro que colaboraram na realizacdo deste trabalho.

Ao CPqGM, CAPES e CNPq por toda estrutura e recursos
financeiros.que nos auxiliaram

E por Gltimo a minha esposa, por sua paciéncia, fé e sorriso terapéutico.



“Tudo o que eu sei, somente sei
porque eu amo.”

Liev Tolstéi



LIMA-COSTA, Rafael. Inibicdo do Sistema Antioxidante Parasitario como Alvo contra
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RESUMO

A OMS estima que mais de 200 milhdes de pessoas estejam infectadas por Schistosoma
sp. no mundo, sendo que menos de 10% dessa populagéo recebe tratamento adequado. No
Brasil, a esquistossomose mansonica ¢ endémica na maioria dos estados, 0 nimero de casos
confirmados aumentou mais de 100 vezes entre 1995 e 2010 segundo o Ministério da Salde.
Dentre os estados brasileiros, a Bahia apresenta maior area endémica. Atualmente o tratamento
é realizado pela administragdo de praziquantel e oxamniquina, porém existem relatos de
reducdo da eficacia e resisténcia a estes farmacos o que aumenta a necessidade por novas drogas
e regimes terapéutico. Uma possibilidade nesta busca corresponde a combinacdo de
substancias, desse modo o emprego de drogas quinolinicas que impedem a detoxificacdo do
deletérios deste metabolito. Entdo, com objetivo de avaliar o efeito in vitro da cloroguina (CLQ
— cristalizacdo do heme) frente aos vermes adultos do Schistosoma mansoni, bem como do
dietilditiocarbamato de sédio (DDC - inibidor da superdxido dismutase) tanto isoladas como
combinadas. Para isso a citotoxicidade das drogas foi avaliada pela reducdo de MTT na cultura
de esplendcitos, enquanto a atividade esquistossomicida foi determinada pela sobrevida de
vermes adultos na presenca das substancias. Os danos na estrutura do parasito foram avaliados
por microscopia eletronica, enquanto 0os mecanismos de acdo foram investigados pela inibi¢éo
da formagéo de cristais de heme, bem como o aumento do estresse oxidativo por meio da
avaliacdo da peroxidacdo lipidica e atividade da SOD. Desse modo, ndo observou-se toxicidade
significativa pela CLQ e DDC em esplendcitos, e a dose efetiva para morte de 50% dos vermes
(ED50) foi 24,3uM para CLQ e 63,1uM para DDC. A combinagdo das drogas foi mais efetiva
na proporgéo de 4 unidades de CLQ para 1 de DDC, e avaliagdo ultraestrutural dos parasitos
submetidos a esse tratamento evidenciou perda do tegumento, assim como na composi¢ao do
trato digestdrio. As investigacfes bioquimicas realizadas demonstraram que esta proporgao
aumenta a peroxidagdo lipidica e inibe a formacdo de hemozoina drasticamente. Estes
resultados apontam para uma nova possibilidade terapéutica para esquistossomose, que pode

auxiliar no controle desta doenca e no impacto social e econémico que provoca.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Tratamento, Cloroquina, Dietilditiocarbamato



LIMA-COSTA, Rafael. Inhibition of Parasite Antioxidant System as Target against
Schistosomiasis mansoni. 66 f. il. Thesis (Master’s Degree) - Oswaldo Cruz Foundation,
Research Center Goncalo Moniz, Salvador, 2014.

ABSTRACT

The WHO estimates that 200 millions of people are with Schistosoma sp. in the world,
where less than 10% of this population receive appropriate treatment. In Brazil, the mansoni
schistomiasis is endemic in vast area most states, the confirmed cases number augmented more
than 100-fold between 1995 and 2010 according the Ministry of Health. Among the brazilian
states, Bahia is the one with the greatest endemic area. Currently, the treatment is performed
with praziquantel and oxamniquine, however there is reports efficacy reduced and resistance to
these drugs. That increased the need for new drugs and therapeutic regimens to prevent the
selection of resistant strains. A way into this quest is the combination of substances, thus use of
quinoline drugs that stop heme detoxification, associated to inhibitors of antioxidant system of
parasite, it’s may increases of deleterious effects of this metabolite. So, aiming to assess in vitro
chloroquine effect (CLQ - inhibitor of heme aggregation) against to adult worms of
Schistosoma mansoni, and sodium diethyldithiocarbamate (DDC - superoxide dismutase
inhibitor), thus isolated as combined. The cytotoxicity was assess of MTT reduction in
splenocytes cell culture, while the schistosomicide activity was define for survival of worms in
presence of substances isolated and associated. The structure damages of parasite were
evaluated by electronic microscopy, as mechanism of action were explored by inhibition of
heme crystals formation, as well as increase oxidative stress via liperoxidation analysis and
SOD activity. This way, not found significant toxicity by CLQ and DDC in splenocyte and
effective dose lethal to 50% of worms (ED50) was 24.3uM to CLQ and 63.1uM DDC. The
combination of drugs was more effective at ratio of 4 units of CLQ to 1 of DDC, and
ultrastructure evaluation undergoing this treatment showed lost parasite tegument, as the
composition of digestive tract. Biochemical investigations carried out have shown this
proportion increases liperoxidation and inhibits hemozoin formation drastically. This data
indicate a new therapeutic possibility to schistosomiasis that will help to fight with the

economic and social impact of this disease.

Keywords: Schistosoma mansoni, Treatment, Chloroquine, Diethyldithiocarbamate.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose € uma doenca infecciosa causada pelo género Schistosoma. Os
machos e as fémeas deste género permanecem em copula durante a fase adulta e habitam o
plexo venoso vesical (Schistosoma haematobium) ou mesentérico (Schistosoma mansoni e
demais espécies), se alimentando de sangue do hospedeiro definitivo. A fémea realiza a postura
de seus ovos que sdo levados para a luz da bexiga, no caso do S. haematobium, enquanto que
no S. mansoni e demais espécies, 0s ovos alcancam a luz do intestino. Quando estes encontram
alguma colecdo hidrica, rompem-se e as larvas liberadas infectam seus hospedeiros
intermediarios moluscos planorbideos dos géneros Biomphalaria e Bulinus (S. mansoni e S
haematobium, respectivamente), enquanto o Schistosoma japonicum infecta caramujos do
género Oncomelania, que liberam outra forma larvar do trematddeo que infecta os hospedeiros
definitivos, dentre estes os seres humanos. Roedores selvagens e animais domésticos acabam
servindo de reservatorios para a manutencdo e disseminacdo da doenca (GRYSSELS et al.,
2006; MODENA, SANTOS-LIMA e COELHO, 2008).

Os primeiros registros médicos da esquistossomose foram identificados pelo Professor
Georg Ebers em papiros datados de 1550 A.C. os quais se descrevem sintomas peculiares da
esquistossomose provocada pelo S. haematobium (DAVID, 2000). Recentemente, foi
demonstrada uma prevaléncia de 45% de antigeno anddico para Schistosoma nas mdmias da
XX Dinastia Egipcia (ZISKIND, 2009). Os primeiros estudos que apresentam evidéncias da
presenca do género Schistosoma na historia da humanidade datam de 1910 por Sir M.A. Ruffer
que, durante pesquisas em mumias egipcias usando métodos histoldgicos, encontrou ovos de S.
haematobium (RUFFER, 1910). Posteriormente, o estudo de cadaveres encontrados na China
do periodo da Dinastia Han (206 A.C — 220 D.C.) demonstrou a presenca de ovos de S.
japonicum (WEI, 1973). Durante trabalho realizado no vale do Nilo, foram encontrados ovos
de S. mansoni em coprolitos examinados, bem como em outras amostras (HARTER-
LAILHEUGUE e BOUCHET, 2006).

Entretanto, em estudos baseados na analise de coprélitos referentes ao periodo pré-
colonial, realizados no Brasil, ndo se observou a presenca de ovos de Schistosoma (FERREIRA
et al., 1988; CANDANEDO-GUERRA et al., 2003). Estes dados corroboram a teoria da
chegada da esquistossomose as Americas por intermédio do trafico de escravos africanos
durante a colonizagdo, bem como pela presenca de moluscos suscetiveis ao parasito. Além
disso, o fluxo migratério do litoral para o interior também contribuiu para a distribuicdo da
doenca pelo continente (COURA e AMARAL, 2004).
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1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A endemia causada pelo género Schistosoma acomete uma faixa populacional sob riscos
especificos. A esquistossomose é uma doenca fundamentalmente de peremptdrio biologico,
mas que apresenta fortes determinantes sociais e culturais para sua disperséo e manutencéo
(BARBOSA et al., 2008). Avalia-se que mais de 200 milhdes de pessoas estejam infectadas
pelo mundo, sendo que menos de 10% dessa populacédo recebe tratamento adequado e boa parte
deste contingente vive na Africa (OMS, 2011). Dentre as principais espécies do género est&o:
S. haematobium, que causa esquistossomose urinaria e ocorre principalmente na Africa e na
peninsula Arébica; S. japonicum que estéa presente na China e alguns paises do sudoeste asiético,
causando esquistossomose intestinal e hepatoesplénica; e o S. mansoni, espécie de maior
importancia epidemioldgica, presente na Africa, Oriente Médio, Caribe, Suriname, Venezuela
e Brasil (GRYSSEELS et al., 2006).

Distribuicdo Global da Esquistossomose em 2009

-0

0060

B Alta (prevaléncia =50%0)

I média (prevaléncia >10% a >50% /

|:| Baixa (prevaléncia <10%)
|:|-N30 endémicos

Figura 1: Distribuicdo e prevaléncia global da esquistossomose em 2009 segundo a Organiza¢do Mundial Saude.
Fonte: Modificado de OMS, 2011.
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A esquistossomose possui um grande impacto social, bem como associagcdes e
implicacdes econdmicas, que tem sido evidenciado por alguns trabalhos. Em um estudo
prospectivo em 1981, Barbosa e colaboradores demonstraram que trabalhadores rurais com
forma grave da doenca produziam 35% menos daqueles que apresentavam poucas
complicacdes, estimando-se, inclusive, que o estado de Pernambuco sofria uma perda de 2
milhdes de ddlares anualmente. Quanto as criangas em idade escolar, a esquistossomose esta
fortemente associada a anemia, deficiéncia energética, comprometimento do desenvolvimento
fisico, bem como da capacidade cognitiva. Esse quadro leva, em longo prazo, a danos na
economia local (HOTEZ et al., 2006; KING, 2008; KLOSS, 2008).

No Brasil, a esquistossomose mansonica ¢ endémica em 19 estados e no Distrito
Federal, as areas de maior endemicidade estdo espalhadas desde o litoral nordestino, passando
pelo interior da Bahia e chegando ao sudeste de Minas Gerais (COURA e AMARAL, 2004).
Configura-se entdo, um grave problema sanitario, com estimativas de que existam cerca de seis
milhdes de pessoas infectadas no pais (KATZ e ALMEIDA, 2003).

A mortalidade ocorre, principalmente, em decorréncia das manifestacdes clinicas da
fase crénica da doenca, com base nos dados obtidos no Brasil entre os anos de 1980 e 2003 pelo
Programa de Controle da Esquistossomose — PCE (FERREIRA e SILVA, 2007). Estes dados
mostraram uma queda de 63,4% na mortalidade entre 1977 e 2003, o qual é acompanhado pela
reducdo dos numeros de hospitalizacbes (decréscimo de 77,3%) para 0 mesmo periodo
(AMARAL et al., 2006).

Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose mans6nica nos municipios brasileiros em 2003 de acordo com
prevaléncia registrada no PCE. Fonte: Modificado de AMARAL et al., 2006.



16

1.1.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS NA BAHIA

Dentre os estados brasileiros, o territorio baiano é o que apresenta maior area endémica
(COURA e AMARAL, 2004), pois possui 0s trés principais vetores presentes no Brasil:
Biomphalaria glabrata; Biomphalaria tenagophilla; Biomphalaria straminea, sendo a ultima
encontrada em todos os municipios do estado (Secretaria de Saude do Estado da Bahia -
SESAB, dados ndo publicados). Em trabalho publicado por CARMO e BARRETO (1994),
observou-se que apesar da constante reducdo das taxas de prevaléncia para esquistossomose,
municipios do oeste, sudoeste e litoral norte baiano apresentaram aumento, constatando-se o
surgimento de novas aéreas de transmissdo. Novos focos de esquistossomose provavelmente
resultam dos fluxos migratorios, bem como da implementacdo ou incentivo de culturas
agricolas voltadas para o mercado interno, as quais apresentam baixo investimento tecnologico
e condicdes sanitarias precérias, levando a um maior contato do trabalhador com a 4gua para
irrigacdo, quando comparado ao processo produtivo de monoculturas exportadoras (MARTINS
e BARRETO, 2003).

Em 2006 GUIMARAES e TAVARES-NETO evidenciaram um foco de transmiss&o em
bairro periférico da capital baiana, Salvador. A prevaléncia entre criancas em idade escolar foi
de 30,2%, sendo que destas 9,3%, apresentam alta carga parasitéria, constataram também a
presenca de todos os elementos para manutencdo do ciclo bioldgico do parasito e, de que
nenhuma das criancas residia fora da area metropolitana.

Na Bahia, no periodo de 2004 a 2007, registrou-se no Plano de Controle da
Esquistossomose (PCE) a realizagdo de mais de um milh&o de exames, desses 53.233 foram
positivos (4,6%) e, nesse mesmo tempo, foram tratados 82,7% dos portadores registrados
(SAAVEDRA, DANTAS-FILHO e MIRANDA, 2008). De acordo com documentos nao
publicados da SESAB, a distribuicdo do Praziquantel, farmaco de primeira escolha para o
tratamento da esquistossomose, realizada pelo programa de controle do Ministério da Salde,
ndo condiz com os dados registrados do SINAN (Sistema de InformacGes de Agravos de
Notificagdo) e no SIS-PCE (Sistema de Informacdo do PCE), a distribuicdo média do
medicamento foi 97,5% maior do que o numero de exames positivos de 2008 ao primeiro
semestre de 2009. Desta maneira, € pode-se inferir a existéncia de uma subnotificacao dos casos
de esquistossomose, uma vez que a propria SESAB, no mesmo documento, alertou que muitos
municipios baianos ndo fornecem informagdes ou o fazem irregularmente ao SIS-PCE e
SINAN.
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1.2. CICLO EVOLUTIVO

Os espéecimes do género Schistosoma séo platelmintos trematddeos que pertencem a
subclasse Digenea, tratando-se de endoparasitos de simetria bilateral, tendo o tegumento
formado por uma dupla membrana de bicamada lipidica, que delimita a superficie de uma
estrutura sincicial (DA'DARA et al., 2012). Os hospedeiros intermediarios das espécies do
género Schistosoma sdo moluscos gastropodes aquaticos principalmente dos géneros
Biomphalaria, Bulinus ou Oncomelania. As espécies do género Schistosoma se caracterizam
por diversos aspectos, dentre 0s quais: apresentam sexos separados com dimorfismo sexual
acentuado; eliminam ovos ndo operculados com espinho lateral ou terminal e, ttm como forma
infectante do hospedeiro definitivo a cercaria (MACHADO-SILVA, NEVES e GOMES 2008).
Figura 3: Ciclo evolutivo dos principais agentes etioldgicos da esquistossomose. 1- Ovos sdo eliminados com as
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fezes ou urina. Em condicdes adequadas, ocorre o rompimento e saida dos miracidios (2). Esses infectam grupos
especificos de caramujo (3). Nos caramujos ocorrem pelo menos dois estagios de esporocisto (4) que produzem
as cercarias (5). Quando liberadas, estas formas evolutivas com capacidade de nado penetram a pele do hospedeiro
definitivo (6), perdem a cauda dando origem ao esquistossdmulos (7). O esquistossdmulo migra pelos tecidos, e
até a fase a adulta (8; 9). Os vermes adultos, em casais, fixam-se nas veias onde irdo residir de acordo com a
espécie (10). A — Vermes adultos de Schistosoma japonicum tém preferéncia pelas veias mesentéricas superiores
do intestino delgado. B — Os casais de Schistosoma mansoni encontram-se usualmente nas veias mesentéricas do
intestino grosso. C — Os vermes de Schistosoma haematobium s&o encontrados no plexo vesical. Fonte: Modificado
de Schistosomiasis Biology, Centers for Disease Control - CDC.
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O ciclo de vida do S. mansoni é caracterizado por duas fases bem delineadas, uma que
ocorre no hospedeiro intermediario, e outra que ocorre no hospedeiro definitivo, homem ou
outros vertebrados (MODENA, SANTOS-LIMA e COELHO, 2008). As formas evolutivas
consistem em ovo, miracidio, esporocistos, cercaria, esquistossomulo e verme adulto, sendo o
miracidio e a cercéria as duas formas larvarias com capacidade natatoria. Nos moluscos
hospedeiros, o ciclo é assexuado e tem duracéo de cerca de 40 dias da penetragdo do miracidio
a eliminacdo das cercérias, enquanto que no hospedeiro definitivo, a fase é sexuada, vai da
penetracdo das cercarias até a eliminacdo dos ovos nas fezes, o que também dura
aproximadamente 40 dias (KATZ e ALMEIDA, 2003).

1.2.1. OVO

Os ovos maduros, ao atingirem o ambiente aquatico, sofrem influéncia de baixa
osmolaridade do meio, e segundo Standen (1951) estimulos luminosos, bem como a
temperatura entre 10-37°C sdo as condic¢des basicas necessarias para o rompimento do ovo. O
tempo méaximo de vida do miracidio é de apenas 8 horas, e o0 transcriptoma do S. mansoni
evidenciou a presenca de componentes sensiveis a luz, que colabora com seu fototropismo
(VERJOVSKI-ALMEIDA et al., 2003). O caramujo também apresenta comportamento
semelhante, o estimulo fético leva a exposic¢do da massa cefalopodal (COELHO et al., 2008),

o0 que favorece substancialmente a infeccdo do molusco.

1.2.2. MIRACIDIO

Apds a adesdo, o miracidio penetra no caramujo fazendo uso de movimentos contrateis
e rotatorios, enquanto que o contetdo das glandulas de penetracdo € liberado, iniciando a
digestdo de tecidos. Ao ultrapassar o epitélio, a larva se estabelece no molusco (COELHO et
al., 2008) e, durante as primeiras 48 horas, esta permanece proxima a regido que penetrou,
perdendo suas glandulas e musculatura (STURROCK, 2001). Toda interagdo parasito-
hospedeiro ocorre pelo contato do tegumento e seus produtos com a hemolinfa que possui
inimeras proteinas plasmaticas (YOSHINO, BOYLE e HUMPHRIES, 2001), bem como
células com funcdo imunitaria, denominados hemadcitos, o0 que desencadeia respostas
imunopatoldgicas no hospedeiro (BAYNE, 2009). Em contrapartida o parasito apresenta
mecanismos para mimetizar o hospedeiro (LEHR et al., 2008), e inibir produtos tdxicos do
mesmo (BENDER et al., 2007).



19

1.2.3. ESPOROCISTO

Entdo, em 72 horas ocorre multiplicacdo das células germinativas no miracidio, 0 saco
celular dobra de tamanho e recebe 0 nome de esporocisto primario, a partir dessa massa celular
formam-se os esporocistos secundarios, que irdo migrar para regides mais nutritivas: glandulas
digestivas ou hepatopancreas (COELHO et al., 2008). Em seguida, ocorrem modificagdes
anatdmicas no esporocisto secundario que apresenta trés regides na sua morfologia: a posterior,
média e anterior. A regido posterior possui células germinativas; a porcdo média apresenta
cercarias em diferenciacdo ou maduras, e a mais anterior € identificada por uma invaginacao do
tegumento, onde se localiza o poro de nascimento das cercarias. A regido mais anterior é rica
em mitocondrias, ribossomos e reticulo endoplasmico, além de apresentar camada
citoplasmatica mais fina (FOURNIER e THERON, 1985).

1.2.4. CERCARIA

As cercarias se originam das células germinativas dispostas em uma morula, da
formacdo completa até sua emergéncia, leva cerca de 30 dias (COELHO et al., 2008). Assim
como o verme adulto, as cercérias possuem tegumento formado por um sincicio de dupla
membrana heptalaminada, coberta por glicocalix, que também recobre os espinhos e papilas
sensoriais (DORSEY et al., 2002).

A cauda da cercaria € um 6rgdo locomotor que consiste em duas partes: talo e cauda
bifurcada. O corpo cercariano € a parte anterior da cercaria que mede aproximadamente 200
um. A porc¢do anterior do corpo, através principalmente da ventosa oral, é responsavel pela
fixacdo e invasdo no hospedeiro. Ja na porcdo inferior encontram-se a ventosa acetabular, as
glandulas que terminam na ventosa oral, futuras células do sistema digestorio, além das células
nervosas, musculares, bem como as germinativas que originarao os 6rgédos sexuais (DORSEY
et al., 2002).

O encontro entre a cercaria e 0 hospedeiro definitivo se deve pela fototaxia (WEBSTER
et al., 2001), termotaxia (McKEROOW e SALTER, 2002) e aumento da atividade frente a
ceramidas liberadas pela pele do hospedeiro (HAEBERLEIN e HASS et al., 2008). Todos estes
fatos possibilitam maior nado, aumentando as possibilidades de contato (COELHO et al.,
2008). A invasdo pelo corpo cercariano se deve a liberagcdo de secre¢Bes das glandulas pés e
pré-acetabulares, auxiliado pelo movimento vibratorio da cauda e abrasivo dos espinhos
tegumentares (COELHO et al., 2008).
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1.2.5. ESQUISTOSSOMULO

A passagem de um ambiente de vida livre para o hospedeiro definitivo € marcada por
intensas modificacdes morfoldgicas e bioquimicas no parasito. Uma vez que esse novo habitat
apresenta diferencas de temperatura, diferentes gradientes de concentracdo e niveis de
osmolaridade, bem como uma intensa atividade imunoldgica a qual o parasito ¢ submetido
(COELHO et al., 2008).

O esquistossdomulo em formacdo perde o glicocélix, desenvolve um tegumento
heptalaminar e aglomera proteinas transportadoras de glicose, logo nos primeiros dias, o que
especializa esta estrutura para atividades de absor¢éo e secre¢do (SKELLY e SHOEMAKER,
2000). O verme juvenil recém-formado atravessa a pele do hospedeiro até atingir a corrente
sanguinea, guiando-se pelo aumento da concentracdo de arginina e glicose (GRABE e HASS
2004). Dentro de alguns dias, este alcanca a pequena circulacdo, e posteriormente, chega ao
pulmao, onde ja é possivel observar pigmento da digestdo de hemécias (hemozoina) no ceco
ainda em desenvolvimento, sendo que apos este estagio, 0s esquistossdmulos migram para o
figado (REY, 2001). Cerca de trés semanas ap0s a infeccao os esquistossomulos de S. mansoni
encontram-se no figado onde irdo desenvolver seus 6rgdos por completo, dentre estes, o
aparelho reprodutivo de ambos, macho e fémea, iniciando quatro semanas depois, a

gametogénese.

1.2.6. VERMES ADULTOS

O macho apresenta corpo esbranquicado, comprimento médio de 10 mm, utiliza a
ventosa oral para deslocamento, alimentacdo e eliminacdo de residuos metabdlicos, enquanto
que o acetabulo funciona apenas como estrutura de fixacdo (MACHADO-SILVA, NEVES e
GOMES 2008). Possui um sistema excretor que mantém a pressao hidrostéatica por meio de
células flama, associadas a tubulos coletores que se abrem pelo poro excretor na porgéo distal
do verme, semelhante a outras formas evolutivas do S. mansoni (BAHIA et al., 2006).

O canal ginecdforo e nimero total de lobos testiculares se completam na quinta semana
apos infeccdo. O tegumento é formado por sincicio de corpos celulares, contendo os nucleos
em regides subtegumentares, e apresenta papilas sensoriais dispersas pelo canal ginecdéforo,
enquanto que na porcédo dorsal é formado por inimeros tubérculos com espinhos (MACHADO-
SILVA, NEVES e GOMES 2008).



21

A fémea do S. mansoni ao entrar em contato com o macho passa por alteragdes
estruturais e bioquimicas, como a producdo de células vitelinicas e aumento do nivel de
captacdo de metabolitos do hospedeiro (MACHADO-SILVA, NEVES e GOMES 2008).
Apresenta em média 14 mm de comprimento, corpo filiforme, sendo mais escura do que o
macho, uma vez que digere cerca de dez vezes mais hemécias (REY, 2001).

Ela possui um Unico ovario com formato eliptico, onde ovécitos em diferentes estagios
de maturacéo seguem pelo oviduto, sendo fecundados pelos espermatozéides armazenados na
espermateca. O viteloduto, que se une ao oviduto, por meio de glandulas e células
especializadas, garante a completa formacéo do ovo e sua casca. Desta maneira, apenas um ovo
por vez completo é albergado no canal uterino, em seguida alcancando finalmente o exterior
através do poro genital (MACHADO-SILVA, NEVES e GOMES 2008). O tegumento também
é formado por um sincicio, porém € menos espesso e sO apresenta espinhos na sua porcao
postero-distal (SKELLY e WILSON, 2006).

Uma vez acasalados, 0s vermes adultos em humanos migram para interior dos vasos
sanguineos da parede do reto, do sigmoide e do intestino grosso (MACHADO-SILVA, NEVES
e GOMES 2008). Em seu habitat definitivo, a fémea fecundada coloca entre 150 e 300 ovos
por dia, cerca de 50% dos ovos liberados passam para luz intestinal como resultado da indugéo
da resposta imune do hospedeiro por um conjunto de antigenos presentes nos ovos (‘soluble
egg antigen’, SEA) (LENZI et al., 2008). Na luz intestinal os ovos sdo eliminados junto as

fezes, iniciando o ciclo evolutivo do S. mansoni (REY, 2001).

1.3. PATOLOGIA

A esquistossomose mansdnica se apresenta em duas fases ou formas, aguda e crénica
(REY, 2001), sendo a fase inicial conhecida como esquistossomose aguda, enquanto que a
segunda fase denomina-se esquistossomose cronica, que apresenta subclassificacfes de acordo
com caracteristicas apresentadas pelo quadro clinico e histopatolégico. Segundo Andrade
(2008), a forma denominada esquistossomose crénica intestinal é classificada como forma
cronica leve, pois ndo existe infeccdo esquistossomotica sem lesdo hepética, mesmo que essa
seja imperceptivel do ponto de vista clinico. Dentre as formas cronicas essa é a mais comum,
acometendo 90% dos casos cronicos. Ainda de acordo com essa classificagdo, a forma
anteriormente denominada como hepatointestinal € nomeada de hepatica avangada, e a forma

hepatoesplénica. Estas duas ultimas formas sdo consideradas graves, e acontecem em pelo
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menos 4% dos casos. Deve-se pontuar que complicagfes como pneumopatia, glomerulopatia e

linfoma esplénico ndo-Hodgkin sdo extremamente raras na atualidade.

1.3.1. FASE AGUDA

A esquistossomose aguda caracteriza-se, basicamente, pela reacdo de hipersensibilidade
a invasdo da cercaria, migracdo dos esquistossomulos e postura dos ovos. O figado € o principal
orgdo afetado, no entanto a pele, os pulmdes, linfonodos abdominais, o pancreas, assim como
0 cérebro podem ser sofrer danos (LAMBERTUCCI, 2010).

Durante a penetracdo da cercaria alguns individuos manifestam dermatite pruriginosa
levando a erupgdes cutaneas apds algumas horas, que pode persistir por até duas semanas (REY,
2001). A dermatite € um fendmeno sazonal, uma vez que apresenta maior prevaléncia nos meses
quentes, pois a eliminacdo de cercarias pelos moluscos hospedeiros aumenta. Bem como o lazer
em torno de recursos hidricos infestados (LAMBERTUCCI, 2010).

A supressdo dos sinais cutaneos corresponde ao periodo de incubacédo, que pode durar
de quatro a oito semanas, enquanto os esquistossdmulos estdo se desenvolvendo. Apds esse
tempo, os pacientes podem apresentar febre alta, mal estar, astenia, urticaria, tosse, anorexia,
nauseas, vomitos, mialgias, cefaléia e diarréia. Em virtude desses sintomas ndo serem
patognomonicos, pois estdo presentes em outras doencgas infecciosas e parasitarias, o quadro
clinico pode ndo definir o diagnostico (REY, 2001).

A fase aguda é marcada por uma reposta imune com a predominancia da modulagéo do
tipo Thl, onde entre a terceira e quinta semana em repostas a citocinas pro-inflamatérias como
IL-2 (interleucina-2) ocorre a proliferacdo e selecdo de linfocitos CD4™ Thi, que liberam INF-
v (interferon-gama), ativando macrofagos que liberam TNF-a (fator de necrose tumoral-alfa)
que proporciona o aumento de pirdgenos (IL-1 e IL-6 — interleucina-1 e interleucina-6), que
podem ser medidas no plasma (PEARCE e MACDONALD, 2002; McADAM e SHARPE,
2005; LAMBERTUCCI, 2010). Nessa fase, os granulomas sdo grandes com componente
predominante exudativo com muitos eosinofilos, periferia pouco delimitada e frequente necrose
central ou no entorno do ovo (ANDRADE, 2008). Essa fase pode durar de 1 a 2 meses,
desaparecendo quando o paciente é submetido ao tratamento especifico ou podendo evoluir
para a fase cronica, quando néo é realizada a terapéutica adequada (KATZ; ALMEIDA, 2003).
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1.3.2. FASE CRONICA

A esquistossomose, por suas caracteristicas e duracao, se configura como uma doenca
crbnica, e nesse estagio pode evoluir de formas variadas, mas em todas sdo encontrados
granulomas com presenca maci¢a de macrofagos e extensa area rica em coldgeno (ANDRADE,
2008). O perimetro formado pelo granuloma durante a esquistossomose cronica possibilita o
sequestro ou limitacdo das toxinas presentes nos ovos (WILSON et al., 2007).

A contencdo promovida pelo granuloma é possivel pela alteracédo da resposta imune Thl
para uma reposta do tipo Th2, que acontece de 5 a 6 semanas ap0ds o inicio da deposicao de
ovos, com consequente producdo de IL-10 (interleucina-10) que suprime a atividade de
macrofagos (PEARCE e MACDONALD, 2002; McADAM e SHARPE, 2005). Reiman e
colaboradores em 2006 demonstraram em camundongos que a fibrose e parte da patologia da
fase crénica sdo mediadas por citocinas da resposta Th2, o que apoéia trabalhos onde nota-se a
forte associacdo de IL-5 e IL-13 (interleucina-5 e interleucina-13) a fibrose hepética de
individuos de areas endémicas (JESUS et al., 2004). Diversos estudos também evidenciam que
a incapacidade em desenvolver uma reposta imune do tipo Th2 torna a infec¢éo fatal, em razédo
dos efeitos hepatotdxicos em resposta aos elementos liberados dos ovos (LAMBERTUCCI,
2010). Desta maneira, 0 balanco entre as respostas Thl e Th2, é essencial para a sobrevida do
hospedeiro. Apesar da reposta Th2 se apresentar como mediadora da patologia na forma
crbnica, ela garante contencdo de antigenos liberados pelos ovos.

A forma crbnica mais comum ¢é leve e apresenta-se na maioria das pessoas infectadas
nas areas endémicas, 0s hospedeiros sdo assintomaticos ou apresentam queixas vagas e
inespecificas (ANDRADE, 2008). Alguns casos, no entanto, progridem para fibrose hepatica
periportal, 0 que possibilita o desenvolvimento de hipertensdo portal; esplenomegalia; varizes
esofagicas; hematémese, tais quadros clinicos caracterizam as formas mais graves da
esquistossomose cronica (CALDAS et al., 2008).

Individuos que apresentam a forma cronica leve possuem granulomas que se apresentam
isolados em alguns 6rgaos, principalmente no figado. Estes se encontram em diversos estagios
de cicatrizacdo, e a baixa densidade de granulomas na anélise histopatoldgica ressalta absor¢ao
das lesdes mais antigas (ANDRADE e PRATA 1968 apud ANDRADE, 2008). E segundo
Cheever (1968), a carga parasitaria de portadores da forma leve & geralmente baixa e tende a
continuar demonstrando indicios de imunidade.

A forma grave da esquistossomose cronica geralmente se desenvolve na infancia, e pode

ser classificada como forma hepéatica avancada, onde apesar da fibrose periportal
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esquistossomotica ndo existe esplenomegalia (ANDRADE, 2008). Essa condi¢do da forma
cronica ficou evidenciada com utilizacdo da ultrassonografia no diagndstico das formas graves
(COUTINHO, 1990).

Na forma hepatoesplénica, a fibrose portal resultante do grande ndmero de ovos de
Schistosoma mansoni e suas reinfec¢des (SANTOS, SOUZA e ANDRADE, 2000), acarreta a
destruicdo progressiva de ramos periféricos, o que provoca a expansao dos ramos laterais e
consequentemente possibilita a deposi¢do de mais ovos no espaco porta (ANDRADE, 2008).
A reducdo do fluxo sanguineo do territdrio drenado pela veia porta, a hipertenséo portal, leva a
congestdo do baco, adicionalmente a presenca de grande quantidade de substancias antigénicas
conduz a uma hiperplasia dos elementos celulares esplénicos, tais aspectos causam a
esplenomegalia (MAGALHAES FILHO; COUTINHO, 1960).

1.4. TRATAMENTO

Desde o inicio do século XX inmeras substancias foram propostas para o tratamento
da esquistossomose, no entanto, s na década de 40 durante a Segunda Guerra Mundial é que
foi descoberta a Lucantona, um derivado da tioxantona, a primeira droga de uso oral com efeito
esquistossomicida efetivo, mas logo foi abandonada em virtude dos efeitos colaterais (COURA
e CONCEICAO, 2010). Durante os anos 60 através de uma hidroximetilacio na Lucantona, se
desenvolveu Hicantona, uma droga com potente efeito sobre os vermes. Esta caiu em desuso
na década seguinte, uma vez que ficou evidenciada que causava necrose aguda do figado,

levando ao 6bito os pacientes por faléncia hepatica (ANDRADE et al., 1974).

CH20OH

Figura 4: Oxamniquina e praziquantel (HUANG, RIGOUIN e WILLIAMS, 2012).

Na década seguinte foram criadas as principais drogas de escolha para o tratamento da

esquistossomose mansdnica: Oxamniquina e Praziquantel (Figura 4). Essas drogas
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demonstraram um alto poder de cura para esquistossomose, porém apresentam alguns efeitos
colaterais. Haja vista sua eficacia, a OMS coloca o Praziquantel como padrdo ouro para 0
tratamento de esquistossomose. Ambas sdo de extrema importancia para controle da

prevaléncia e morbidade dessa doenca (KATZ, 2008).

1.4.1. OXAMNIQUINA

Oxamniquina foi um produto resultante da oxidacdo de Hicantona pelo fungo
Aspergillus sclerotiorum, a qual s6 apresenta efeito sobre a espécie S. mansoni. Durante 0s
primeiros ensaios clinicos da década de 70 e 80, apresentou eficacia elevada com base na
avaliac3o da carga parasitaria pelo método Kato-Katz (COURA e CONCEICAO, 2010).

Quando essa substancia é ativada por uma sulfotransferase presente apenas no parasito,
ela inibe a sintese de &cido nucléico por alquilagdo irreversivel (RIBEIRO-DOS-SANTOS;
VERJOSVSKI-ALMEIDA e LEITE, 2007), ocasionando inibicdo da oviposicdo e lesdes
tegumentares nos vermes adultos (COURA e CONCEICAO, 2010).

Efeitos adversos sdo frequentemente relacionados ao tratamento por oxamniquina, 0s
principais sdo: tonturas, nauseas, cefaléia e sonoléncia, sendo com registros menos frequentes,
vOmito e dores abdominais (KATZ, 2008). Apesar dos efeitos colaterais, esta droga foi bastante
usada no Brasil, mas estudos demonstram reducdo da eficécia esperada quando analisado

bidpsias retais de individuos de area endémica em Minas Gerais (FERRARI et al., 2003).

1.4.2. PRAZIQUANTEL

A primeira droga de escolha para o tratamento da esquistossomose, causada pelas
espécies do género Schistosoma, foi desenvolvida como derivado de uma pirazinoisoquinolina.
Atualmente é largamente usada no mundo, sendo produzida pela indistria farmacéutica
coreana, chinesa e também pela FIOCRUZ no Brasil (KATZ, 2008). Apresenta um grau de
eficacia de 80% a 90%, € rapidamente absorvida, metabolizada no figado e atinge altos niveis
de biodisponibilidade, atuando em todas as espécies causadoras da esquistossomose (COURA
e CONCEICAO, 2010).

Praziquantel leva a paralisia espéstica do verme adulto, consequentemente ocorre lesdo
tegumentar, interferindo na habilidade do parasito em escapar do sistema imune. Evidéncias
apontam que este efeito se deve a redugdo da atividade dos canais de Ca?* do verme,

aumentando os niveis deste ion no citoplasma, inclusive nas fibras musculares, o que causa uma
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intensa contracdo muscular no S. mansoni (KOHN et al., 2003). Porém, outro trabalho
questiona o influxo de célcio, uma vez que ao ser utilizada citocalasina D, que é um inibidor da
polimerizacdo de actina e importante para contracdo muscular, o efeito do praziquantel é
revertido (DOENHOFF; CIOLI e UTZINGER, 2008).

Os principais efeitos adversos causados pelo praziquantel s&o: anorexia; dor abdominal,
diarréia; nauseas; vomitos; cefaléia; prostracio e sonoléncia (COURA e CONCEICAOQ, 2010).

No entanto, foram relatados casos de resisténcia no Senegal, onde 18-38% dos
individuos tratados possuem parasitos resistentes ao praziquantel (DASO-APPIAH e DE
VLAS, 2002). Trabalhos in vitro e in vivo evidenciam a resisténcia das formas juvenis dos
vermes (PICA-MATTOCIA e CIOLI, 2004). Provavelmente estes casos resultam de regimes
terapéuticos sub-curativos, que permitem a persisténcia de baixas cargas parasitarias,
selecionando espécimes, 0s quais podem ocasionar infeccdes refratarias a terapéutica. Desta
maneira, tanto o surgimento de novas cepas de S. mansoni resistentes as drogas atualmente
disponiveis, quanto os efeitos colaterais destas, demonstram a importancia do desenvolvimento

de novas estratégias terapéuticas.

1.5. ESTRESSE OXIDATIVO

Segundo Sies (1997): “Um desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes em
favor dos oxidantes, potencialmente nocivo, denomina-se estresse oxidativo.”. Entende-se por
espécies oxidantes, elementos que ao receber elétrons de outras moléculas permanecem com
um elétron desemparelhado, o que os tornam extremamente reativos e sdo conhecidos pela
alcunha de “radicais livres”. Quando de procedéncia bioldgica, resultam do metabolismo
celular (principalmente organismos aerdbicos) ou da atividade microbicida por células com
funcdo imunoldgica em diversos organismos, bem como da sinalizacéo celular (CHIUMIENTO
e BRUSCHI, 2009). Em contrapartida, antioxidantes sdo compostos que podem ser cataliticos
ou ndo, 0s quais em baixas concentracfes em relacdo ao seu substrato oxidavel retardam ou
inibem significativamente a oxidagéo deste substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).

Tratando-se de um endoparasito que habita as veias mesentéricas do seu hospedeiro
definitivo, os vermes adultos do S. mansoni apresentam uma taxa de transcricdo menor para
enzimas do metabolismo aerobio, quando comparada a outras formas evolutivas (SKELLY e
SHOEMAKER, 1995), o que € razoavelmente explicavel em virtude das baixas concentracdes
de oxigénio molecular e altos niveis de glicose nesse microambiente, favorecendo a

fermentacdo. O contato majoritario com as espécies oxidativas, se deve a interacdo parasito-



27

hospedeiro, seja em razdo da ingestdo dos metabdlitos do hospedeiro (CHIUMIENTO e
BRUSCHI, 2009), ou pela atividade de células fagociticas do infectado (WILSON e
COULSON, 2009).

As espécies oxidantes com que o verme adulto se relaciona sdo produzidas por
neutrdfilos, macrofagos, eosindfilos e basofilos, células do sistema imunitério que produzem
espécies oxidantes baseadas, principalmente, em oxigénio, denominadas de espécies reativas
de oxigénio (ERO), com a finalidade de eliminar agentes nocivos desde virus até helmintos
(LAMBETH, 2004). Desta maneira é de extrema importancia para o parasito, possuir
mecanismos de escape, que vao da barreira mecénica ao uso de enzimas especializadas na
inibicdo da formagdo de ERO, bem como na sua detoxificagdo ou reversdo dos danos causados
por eles.

Os individuos do género Schistosoma apresentam algumas familias de enzimas
antioxidantes capazes de neutralizar diretamente as espécies oxidantes ou reduzir biomoléculas
que os neutralizam, entre elas estdo: glutationa S-transferase (GST); peroxirredoxina (PRX);
superdxido dismutase (SOD) e tioredoxina-glutationa redutase (TGR). Esses constituem o0s
principais sistemas enzimaticos presentes no género em estudo.

Alger e colaboradores demonstraram em 2002 que a presenca de tidis ativa as PRX do
parasito, protegendo-o do ataque de ERO do hospedeiro possibilitando a passagem para a luz
intestinal de ovos viaveis. Os vermes S. mansoni apresentam a PRX 2-Cis (KWATIA et al.,
2000). Esta familia de enzimas possui peptideos com 2 cisteinas terminais, utilizam como fontes
de tiois a tiorredoxina e a glutationa para oxidacdo de peroxido de hidrogénio, provenientes da
atividade da TGR (SAYED e WILLIAMS, 2004).

A estrutura e atividade da TGR vém sendo recentemente elucidadas. Diferentes de
outros animais, alguns platelmintos incluindo o género Schistosoma, ndo apresentam a
Tiorredoxina redutase (TRX) e a Glutationa redutase (GSR), no entanto possui uma Unica
enzima multifuncional, a TGR (KUNTZ et al., 2007). A sequéncia peptidica, bem como a
estrutura da TGR apresenta similaridades com a TRX e a GSR de mamiferos (ALGER e
WILLIAMS, 2002). Na por¢do amino-terminal existe uma glutarredoxina que permite a enzima
oxidar glutationa, enquanto que na extremidade carboxi-terminal, esta presente uma
selenocisteina, comum as TRX, que capacita o complexo enzimatico a reduzir tiorredoxinas
(JOHANSSON, GAFVELIN e AME’R, 2005).

A familia Glutationa S-transferase (GST) apresenta 5 isoformas no S. mansoni e a
dosagem da transcri¢do dessa enzima demonstra quantidades de 10 a 100 vezes maiores que

outras integrantes do sistema antioxidante (MEI e LOVERDE, 1997). As trés primeiras formas
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foram localizadas em diferentes células parenquimatosas nos tubérculos do macho adulto e nas
células sexuais de ambos os géneros (HOLY et al., 1989; LIU et al., 1996). A GST possibilita
a conjugacdo de compostos eletrofilicos a glutationa, funcionando como importante
detoxificador de xenobidticos (SHEENAM et al., 2001)

Trabalhos avaliando a toxicidade do artemeter no S.mansoni demonstraram que ocorre
uma diminuicdo de GST nas formas evolutivas que parasitam o hospedeiro intermediario,
apresentando caracteristica dose e tempo dependentes (EL-BASSIOUNI et al., 2007). Uma
GST da classe o de 28 kDa (SmGSTO) vem sendo considerada como candidata a vacina, pois
é expressa em todas formas evolutivas, inclusive em vermes adultos (CAPRON et al., 2005).
Alguns estudos apresentam imunizagdo moderada de animais, mas com capacidade
significativa reduzir os danos causados pela deposicdo de ovos (BOULANGER et al., 1991) e
em outras espécimes de Schistosoma (GRZYCH et al., 1998).

A SOD é uma metaloenzima intrinseca a fosforilagdo oxidativa, pois esse metabolismo
apresenta o oxigénio (O2) como aceptor final de elétrons, o qual se torna, eventualmente,
superoxido (O27) que é altamente reativo (FRIDOVICH, 1995). Desta maneira, a familia de
enzimas da superoxido dismutase é capaz de realizar a dismutacdo do superdxido em perdéxido
de hidrogénio (H20.) (McCORD e EDEAS, 2005). No caso do parasito S. mansoni, entretanto,
0 maior aporte de O, provém da atividade da resposta imune do hospedeiro.

No S. mansoni, sdo encontradas duas formas da SOD, dependentes de cobre e zinco
(Cu/Zn-SOD), além da mitocondrial que apresenta manganés (Mn-SOD). Existem trés
isoformas da Cu/Zn-SOD, uma citosolica (CT-SOD), uma extracelular (SOD) e uma associada
a membrana que contem peptideo-sinal (PS-SOD) (MKONJI et al., 1988; NARE et al., 1990).
Todas as formas sdo mais expressas em vermes adultos, principalmente no tegumento e no
epitélio intestinal. A forma associada a membrana, todavia se apresenta nas células
parenquimatosas e na membrana das organelas celulares (HONG et al., 1992; MEI e LOVERDE
1997). LoVerde e colaboradores demonstraram que CT-SOD possui capacidade de imunizar
camundongos, com poder de protecdo proximo de 40%, tornando-se uma candidata a vacina.

1.6. CRISTALIZACAO DO HEME

Organismos que digerem sangue desfrutam de uma excelente fonte nutricional, onde a
hemoglobina corresponde a principal fonte protéica, no entanto a digestdo da hemoglobina
libera enormes quantidades de heme, grupo prostético da hemoglobina. O heme é molécula

chave para células vivas, pois desempenha importante papel fisioldgico, catalisando inimeros
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processos bioldgicos oxidativos (PONKA, 1999). Além disso, possibilita a transferéncia de
elétrons, transporte de gases, geracdo de energia, bem como se destaca em outros sistemas
enzimaticos (KUMAR e BANDYOPADHYAY, 2005) e pode se apresentar como molécula
pré-inflamatoria em processos hemoliticos (ARRUDA, 2005).

O heme é uma molécula anfifilica, que podem se associar as membranas bioldgicas e
gerar radicais livres pela presenca do &tomo central de ferro (STIEBLER, 2011). Todavia, seus
efeitos aumentam drasticamente quando em estado livre, produzindo radicais livres e
consequentemente provocando danos aos nucleotideos, proteinas e lipidios (RYTER e
TYRRELL, 2000). A morte celular pode ser em decorréncia destes efeitos pré-oxidantes, que
levam a inibicdo de mudltiplas enzimas (AFT e MUELLER, 1984) e causam danos as
membranas através da lipoperoxidacéo, resultando em ruptura fisica alterando a permeabilidade
da membrana (SCHMITT, FREZZATTI e SCHEREIER, 1993).

Dessa maneira, fica evidenciada a necessidade de um mecanismo capaz de diminuir os
efeitos nocivos do heme em organismos hematdfagos. Apds inimeros avangos no estudo do
pigmento malarico, hoje chamado de hemozoina (Hz), foi demonstrado que essa possui
estrutura cristalina e composta por heme (FITCH e KANJANANGGULPAN, 1987). A Hz é
formada a partir da ligacdo reciproca entre o ferro de um heme com o carboxilato de outro,
formando dimeros, que por sua vez interagem com outros por liga¢fes de hidrogénio com 0s
grupos propionatos pertencentes a cadeia lateral (PAGOLA et al., 2000).

Hoje se sabe que a Hz é a principal forma utilizada para evitar os efeitos toxicos do
heme nos agentes etioldgicos da malaria, pois gracas a formacdo deste cristal 95% do heme
digerido pelo Plasmodium sp. é incorporado na Hz (EGAN et al., 2002). A producdo de
hemozoina também foi identificada em outro protozoario, Haemoproteus columbae (CHEN et
al., 2001); em triatomineos, Rhodnius prolixus (OLIVEIRA et al., 2005). Da mesma maneira o
heme € detoxificado no S. mansoni (OLIVEIRA, 2000), que proporciona a tonalidade escura
dos vermes, principalmente nas fémeas.

Ha muito tempo relata-se a presenca de lipideos extracelulares no intestino de vermes
adultos de S. mansoni semelhantes a gotas (MORRIS, 1968). No entanto, Corréa Soares e
colaboradores (2007) demonstraram que cristais de Hz estdo associados a superficie de gotas
lipidicas, onde se desenvolvem, o que apoia trabalhos que demonstram que a cristalizacdo do
heme ocorre de maneira mais eficiente em interfaces organico-aquosa e lipidico-aquosa (EGAN
et al., 2006; HOANG et al., 2010).
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1.7.  PERSPECTIVAS

O notavel aumento do conhecimento a respeito da biologia do género Schistosoma,
especialmente das espécies S. mansoni e S. japonicum, pelo emprego de técnicas moleculares
de larga escala, métodos bioquimicos e técnicas avangadas de microscopia, fazem identificar
novos alvos para quimioterapia e candidatos imunoterdpicos (HOKKE; FITZPATRICK e
HOFFMANN, 2007; DORSEY et al., 2002; GOBERT et al., 2003; COLLINS et al., 2011).
Atualmente existem bancos de dados destinados a catalogacdo e identificacdo de genes de
alguns parasitos. Desta maneira, apos o sequenciamento dos transcritos, realizado pelo grupo
liderado por Verjosvski-Almeida em 2003, criou-se o Schisto-DB, banco de dados genéticos
presentes por Schistosoma sp.. Onde, baseado na comparacao da similaridade de genes do S.
mansoni a outras espécies, é possivel inferir aproximadamente 607 reacGes enzimaticas, as
quais podem se tornar novos alvos para o tratamento (ZERLOTINI e OLIVEIRA, 2011).

Com base nas informac6es a respeito do parasito, torna-se acessivel o desenvolvimento
de novos farmacos com aplicacdo na esquistossomose, principalmente na inibicdo da selecao
de possiveis linhagens resistentes aos farmacos de primeira escolha. Shaohong e colaboradores
em 2006 demonstraram que as formas jovens de S. mansoni sdo susceptiveis ao emprego do
artesunato, composto utilizado no tratamento da infeccdo pelo S. japonicum. Inimeros
trabalhos apresentam o emprego de novas substancias no combate a esquistossomose, Sayed e
colaboradores (2008) apresentaram resultados in vitro e in vivo de oxadiozois, bem como o
grupo de BOTROS (2009) apresentaram resultados com hexadeciloxipropil ciclico. Outros
trabalhos apresentam o emprego de substancias conhecidas utilizadas para outras doencas e
parasitos, mas ainda nao avaliadas quanto ao efeito sobre trematédeos como a ciclosporina A,
cloroguina e curcumina (CAFFREY, GSELL e RUPPEL, 1999; OLIVEIRA et al., 2004;
MAGALHAES et al., 2009).

Dentre as atuais possibilidades de tratamento de diversas doencas, a combinacdo de
drogas é uma vertente extremamente aconselhavel. A reunido de ervas medicinais para o
tratamento ou reducdo de sofrimento é pratica comum na Medicina Tradicional Chinesa
(CHOU, 2007). Deste modo, a capacidade de isolamento e sintese da atualidade permite um
maior nimero de combinagfes de drogas (CHOU, 2007). Essa metodologia quimioterapica
ainda é pouco explorada na esquistossomose, mas na ultima década, foram publicados trabalhos
avaliando a atividade de drogas combinadas ao S. mansoni (XIAO et al., 2003; ARAUJO et al.,
2008; KEISER, MANNECK e VARGAS, 2011).
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Diante desta perspectiva, 0 emprego de drogas quinolinicas que inibem a cristalizacéo
do heme (EGAN e NCOKAZI, 2005), para o tratamento de camundongos infectados por S.
mansoni apresentou resultados satisfatorios (OLIVEIRA et al., 2004; CORREA-SOARES et
al., 2009). Aliadas as substancias que interferem no sistema antioxidante do parasito, ha uma
chance de intensificar os efeitos deletérios do heme livre. Tal inferéncia é corroborada pelo
efeito esquistossomicida do artemeter que atua sobre mecanismos antioxidantes, incluindo o
sistema SOD (XIAO et al., 2002).

Desta forma, neste projeto avaliamos a efetividade in vitro da cloroquina (CLQ) frente
aos vermes adultos do S. mansoni, antimalarico reconhecido pela capacidade de inibir a
cristalizacdo do heme, bem como do dietilditiocarbamato de sédio (DDC), conhecido inibidor
da SOD, tanto isoladas como combinadas, como o intuito de verificar atividade

esquistossomicida sinergistica entre elas.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar a combinacdo da cloroquina ao
dietilditiocarbamato de sddio sobre as formas evolutivas do Schistosoma mansoni, selecionando

potenciais regimes terapéuticos para o tratamento da esquistossomose.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a citotoxicidade das drogas em estudo através da funcdo mitocondrial em
esplendcitos;

o Determinar os efeitos da cloroquina e do dietilditiocarbamato de sédio, combinados e
isolados na sobrevivéncia in vitro de vermes adultos;

o Investigar a possibilidade de interacdo aditiva e/ou sinergistica entre os farmacos
citados;

o Avaliar as alterac¢Oes ultraestruturais produzidas pelas drogas selecionadas;

o Analisar os mecanismos de atuacao dos farmacos isolados e/ou em combinacao.
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3. METODOLOGIA

3.1 FARMACOS

Praziquantel e cloroquina foram cedidos pela Fundagdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro
(FIOCRUZ — Manguinhos). dietilditiocarbamato de soédio (DDC) foi adquirido da Sigma-

Aldrich. Todos sdo mantidos em local refrigerado e protegidos da luz.

3.2  ANIMAIS

Camundongos da linhagem Swiss Webster (Mus musculus, fémeas de 6-8 semanas)

foram criados e mantidos no biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (Salvador, BA).

3.2.1 CONSIDERACOES ETICAS

Toda manipulacdo de animais experimentais foi realizada seguindo os principios
preconizados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Fundagio Oswaldo Cruz-RJ,
que estdo de acordo com a Lei Sergio Arouca 11.794 de 2008. O projeto foi aprovado pelo
comité anteriormente citado com o numero de licenca 023/09.

3.3 CITOTOXICIDADE EM ESPLENOCITOS

Para determinar a citotoxicidade das drogas ao hospedeiro foi utilizado o método de
Mosmann (1983), com algumas modifica¢bes. Esplendcitos de camundongos foram obtidos
pela homogeneizacéo de bagos. Separados por centrifugagio, 1500 rpm, a concentragéo de 107
células foi incubada por vinte quatro e quarenta oito horas com diferentes quantidades das
drogas em 150 puL de RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino, 0,08% de gentamicina, 10
U/mL de penicilina e 0,01% de estreptomicina. Apds o periodo de incubacdo com a cloroquina
e dietilditiocarbamato de sodio foi adicionada a solucéo de 15 pL de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) a 10% em solucdo tampdo de fosfato com salina
(PBS), as amostras foram mantidas ao abrigo. Em seguida, foram centrifugadas por 10 min a
3.000 rpm e por fim, adicionado 165 pL dimetilsulféxido (DMSO). A produgdo de formazan
pela reducdo do MTT foi determinada pela absorbancia do sobrenadante a 570 nm, em

espectrofotdmetro de microplaca VERSAmax (Molecular Devices).
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3.4  INFECCAO POR S. mansoni

Cercarias de S. mansoni foram obtidas de moluscos da espécie B. glabrata, infectados
com a cepa Feira de Santana. Os caramujos sdo mantidos pelo moluscéario do
CPqGM/FIOCRUZ o qual fornece as cercérias. As infeccGes foram realizadas em fémeas com
idades entre 30 a 45 dias, por injecdo intraperitoneal 200 a 250 cercérias em até 1 mL de solucéo

salina.

35 CURVA DE SOBREVIVENCIA IN VITRO

Apds aproximadamente 45 dias de infec¢do, os camundongos foram eutanasiados, com
retirada de sangue por puncdo cardiaca, para posterior alimentacdo dos vermes in vitro,
extraindo os vermes por perfusdo, e imersos em RPMI 1640 10,4 g/L (Gibco) com: 2% de
glutamina, 5,26% de soro fetal bovino, 0,2% de bicarbonato de sddio, 0,48% de HEPES, acido
4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfénico, e o dobro da concentracdo de antibidticos usada
no cultivo (10 U/mL penicilina/0,01% estreptomicina e 0,05% gentamicina).

Terminada a retirada, os vermes foram lavados com 0 mesmo meio, realizando trocas
gradativas de meio com a concentracdo de antibidticos para o cultivo (5 U/mL
penicilina/0,005% estreptomicina e 0,025% gentamicina). Enquanto isso, o sangue retirado foi
centrifugado uma vez com citrato de sodio a 12% e mais trés com a mesma solucdo em 0,89%,
sendo estas centrifugacdes a 1500 rpm por 15 min, resultando num concentrado de hemaécias.

O monitoramento in vitro, foi realizado segundo Ramirez e colaboradores (2007) com
algumas modificacBes. De trés a seis casais de vermes por condi¢do quimioterapica foram
colocados em placas de 24 pocos contendo RPMI-1640. O desafio com as drogas se iniciou 24
h apds a disposicdo na placa, e foi adicionado praziquantel (5,15 uM) para controle positivo
(PICA-MATTOCIA e CIOLI, 2004). Os vermes foram mantidos na estufa com 5% de CO: a
uma temperatura de 37°C, sendo acompanhados por uma semana, avaliados quanto a motilidade
e integridade por meio de microscépio invertido.

A confirmacdo da morte dos parasitos foi determinada por microscopio de fluorescéncia
com filtro para excitacdo 360 nm, baseando-se no método de Van der Linden e Deelder (1984),
através da incubacao dos vermes em solugdo 1 pg/mL diamidinofenilindol (DAPI) em 0,01 M

de PBS por uma hora.
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3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA

3.6.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os processamentos dos vermes para a MET e MEV foram realizados segundo Liang e
colaboradores (2002), com algumas alteragdes. As amostras foram lavadas em PBS e fixadas
em solucédo contendo, 5% de glutaraldeido e 4% de paraformaldeido em tampéo cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,4. Apos a fixacdo, os vermes foram lavados no mesmo tampao cacodilato e
pos-fixados em solucdo 1% de tetroxido de 6smio e 0,08% ferricianeto de potéssio ao abrigo
da luz. Tanto a desidratacdo com acetona como a infiltracdo em resina Epoxi (Polysciences),
foram realizadas em séries. A ultramicrotomia foi executada em facas de diamante em
ultramicrétomo Ultracut e Reichert e os cortes coletados em grades de malha 400 nm. A
contrastacao foi realizada em 5% de acetato de uranila e citrato de chumbo. Por fim, a analise
ultraestrutural foi feita em microscdpio eletrénico de transmissdo Zeiss 1009.

3.6.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para andlise por varredura, as amostras foram fixadas como descrito acima. Apds a
desidratacdo em série de acetona (15-100%), os vermes foram secados pelo método do ponto
critico em um aparelho Leica CPD030 e, em seguida metalizados com uma camada de ouro e

observados em um microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 6390LV.

3.7 INIBICAO DA FORMACAO DE B-HEMATINA IN VITRO

Por meio de uma reacdo in vitro investigou-se a influéncia dos farmacos na formacéo
de B-hematina (Hz sintética), baseando-se no principio apresentado por Egan (2001) e
modifica¢fes nos métodos descritos por Nhien e colaboradores em 2011. Foram incubados em
microtubos 100 uM de hemina em NaOH 0,1 M com solucéo de dodecil sulfato de sodio (SDS)
a 30 mM, e o volume das drogas de acordo com concentracdo de CLQ e DDC. O volume final
de 1 mL foi completado com 0,5 M tampao acetato de sédio (pH 4,8).

Ap0s dezesseis horas em estufa a 28°C os tubos foram centrifugados foram 7.000 g por
10 min, posteriormente o precipitado foi ressuspendido em 0,1 M de tamp&o bicarbonato de

sodio com 2,5% de SDS (pH 9.1). Este procedimento foi repetido por mais trés vezes, e depois
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o precipitado foi diluido em NaOH 0,1 M, quantificando-se a hemina livre ao final do processo

por absorbancia das amostras em 400 nm no espectrofotdbmetro de microplaca VERSAmax.

3.8  INIBICAO DA FORMACAO DE HEMOZOINA EX VIVO

O método para quantificacdo dos cristais da hemozoina foi realizado baseando-se nos
trabalhos de Ncokazi e Egan (2005), e Corréa Soares e coautores (2009). Aproximadamente
150 fémeas foram separadas e imersas em 1 mL de 4gua deionizada a temperatura ambiente por
80 min, agitando gentilmente a cada 5min. O sobrenadante, denominado de regurgitado, foi
coletado e armazenado em nitrogénio liquido. A quantificacdo de proteinas do regurgitado foi
realizada segundo o método de Lowry (1951).

Aliquotas do regurgitado, contendo 30 pg de proteinas totais, foram incubadas a 37 °C
por 18 horas com tampao acetato de sédio 0,5 M (pH 4,8), hemina a 100 uM em NaOH a 0,1
M e as drogas selecionadas, para um volume final de 170 pL. Apds o periodo de incubacéo,
foram adicionados 80 L de solucdo de piridina a 30 % em HEPES a 20 mM (pH 7,5), sendo
mantida por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, 38 puL do sobrenadante foram
transferidos para outra placa de 96 pocos com 250 pL da mesma solucéo de piridina. Por fim,
esta Gltima placa foi usada para quantificar grupos heme livres, lendo as absorbancias das
amostras em espectrofotdmetro de microplaca VERSAmax a 450nm.

A quantidade de hemozoina foi determinada, subtraindo a quantidade de hemina

adicionada as amostras dos valores encontrados do grupo experimental.

3.9 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE

A extracdo e concentracdo da SOD foram realizadas segundo Hong e colaboradores
(1992) com modificagdes. Em torno de 40 casais foram incubados por trés horas com e sem as
drogas (EL-BASSIOUNI et al., 2007), retirados do RPMI 1640, pesados e imersos em 0,01 M
PBS na proporcdo de 1g de verme para 5 mL.

Em seguida foi adicionado um coquetel de inibidores de proteases ao PBS na
concentracdo final de 1 mM e as amostras foram ultrassonicadas em gelo, trés vezes por 30
segundos com amplitude de 80% e intercaladas por 5 segundos. Os homogenatos produzidos
foram centrifugadas a 5.000 g a 4°C por 20 min e destas retiradas o sobrenadante.

O sobrenadante foi precipitado com sulfato de aménio, adicionando 50, 65 e 90% deste

sal e centrifugando apds cada adigédo a 4.000 g por 15 min (4 °C), com a remocao do precipitado



36

em cada passo. Para eliminar residuos de sulfato de aménio das amostras, estas foram dialisadas
por 18 horas a 4°C em 1 L PBS a 10 mM, trocando-se a solugéo a cada 6 horas em membrana
de dialise com poros de 12,4 kDa. As proteinas totais do sobrenadante foram quantificadas pelo
método de Lowry (1951).

A atividade da SOD foi analisada de acordo com kit fornecido pela Sigma-Aldrich, que
se baseia na competicdo entre WST-1 (2-(4-iodofenil)3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2-
tetrazolium monossodico) e a SOD pelo O™, o nivel de formag&o de cristais pela redugédo do
WST-1 foi determinada pela leitura da absorbancia em espectrofotdmetro de microplaca
VERSAmax a 450 nm. A quantificacdo da atividade foi possivel por meio de curva padrdo de
Cu/Zn-SOD humana avaliada sob as mesmas condiges.

3.10 NIVEL DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Este método foi realizado segundo Corréa Soares e colaboradores (2009). Amostras
correspondendo a 150 pL do homogenato de vermes tratados e controles, obtidos segundo o
método descrito no item 3.7, foram adicionadas a 200 uL de 1% de acido tiobarbitdrico (TBA)
em 50% de &cido acético. As amostras foram incubadas a 100 °C por 15 min e em seguida
colocadas em gelo, adicionando 500 pL de n-butanol. Ap6s a incubacdo, foram centrifugadas
a 16.000 g por 15 min em temperatura ambiente e o sobrenadante foi utilizado para medir a
concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) com base na absorbancia

lida a 532 nm no espectrofotdmetro de microplaca VERSAmax.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

O teste estatistico utilizado nos experimentos com maultiplos grupos para dados ndo-
parametricos foi o de Kruskal-Walis e pds-teste de Dunn, e teste ANOVA e po6s-teste de Tukey
quando a natureza dos dados foram paramétricos. Foi considerado 5% como erro do tipo a, para
verificar diferencas estatisticamente significantes. Todo o referido tratamento de dados foi
realizado no programa GraphPad® Prism 5.0.

Para a determinacédo das doses efetivas das drogas em estudo, foi utilizada a analise de
sobrevivéncia por meio da transformacdo Probit com correcdo pelo método de Finney, bem
como a avaliagio da reposta da combinago ambos realizados no software CompuSyn® segundo
método de Chou (2007).
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Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e 0 nimero de repeticdes dos

experimentos esta representado como “n” nos resultados.
4. RESULTADOS
4.1. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM ESPLENOCITOS

Por meio da homogeneizacao do baco de camundongos Swiss webster foi obtido cultivo
de esplendcitos da ordem de 107, que foram incubadas e desafiados por diferentes concentracdes
de CLQ e DDC. Pela absorbancia da quantidade de MTT reduzido foi determinada a toxicidade
em relacdo ao controle ap6s 24 e 48 horas. Desta maneira os graficos apresentam a viabilidade
das células de acordo com o percentual de formazam formado em relacéo ao controle.

Nas figuras 5 e 6 sdo apresentados as médias obtidas de 3 experimentos distintos do
desafio dos esplendcitos frente a cloroquina por 24 e 48 horas, respectivamente. Os resultados
para DDC estdo apresentados nas figuras 7 e 8, também representam a média de 3 experimentos

distintos para o desafio com a droga ap0s 24 h e 48 h.

CLQ 24h
1501

125+

1001 —— ——

754

504

% de formazam

25+
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OuM 10puM 25uM 50uM 100uM  300uM

Figura 5: Percentual de viabilidade dos esplendcitos em relacdo ao controle de acordo com o método da reducéo
do MTT. Néo houve diminuicdo do nivel de reducdo do substrato, demonstrando a presenca de células viaveis em
relagdo ao controle para todas as concentragdes de CLQ testadas ap6s 24 horas, n=3.
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Figura 6: Percentual de viabilidade dos esplendcitos em relagdo ao controle pelo método reducéo do MTT apds 48

horas de incubagdo com CLQ em diferentes concentracdes. Apesar da diferenca entre a concentragdo de 300uM e
o controle, ndo houve diminuic&o estaticamente significante (p>0,05 - pds-teste de Dunn) n=3.
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Figura 7: Percentual de viabilidade dos esplendcitos em relagdo ao controle pelo método de reducéo do MTT ap6s
24 horas de incubacdo com DDC. N&o houve reducdo estatisticamente significante entre os grupos testados quando
comparados ao controle (p>0,05 - p6s- teste de Dunn) n=3.
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Figura 8: Citotoxicidade segundo o percentual de viabilidade dos esplendcitos em relagdo controle pelo método
de reducéo do MTT apds 48 horas de incubagdo com DDC. Houve aumento na redugdo do substrato em todas
concentragdes testadas de DDC, porém ndo houve diferenca estaticamente significante (p>0,05 - pés-teste de
Dunn) n=3.

Os dados apresentados indicam que ndo ocorreram danos significativos aos esplendcitos
das concentracdes de CLQ e DDC testadas, 0 que as tornam viaveis, neste aspecto, para estudos
posteriores in vivo. A manutencdo das células com DDC possibilitou uma maior reducdo do

MTT, o que pode sugerir o fator protetivo desse em células do hospedeiro.
4.2.  ANALISE DA CURVA DE SOBREVIVENCIA IN VITRO

A determinacdo das concentragfes efetivas in vitro de cloroquina e de
dietilditiocarbamato de sddio, para a morte dos vermes de S. mansoni foi determinada a partir
da andlise de sobrevivéncia cumulativa destes sob efeitos das drogas isoladas. Os experimentos
foram acompanhados por 7 dias, onde de quatro a seis casais foram incubados por condicao.
Ao controle foi adicionado meio de cultura no volume correspondente ao das demais condigdes.

Os dados apresentados correspondem a média de experimentos distintos.
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Figura 9: Curvas de sobrevivéncia in vitro para determinacdo da dose efetiva em 50% (ED50) da CLQ. Controle
isento de drogas, seis casais de vermes para cada condi¢do observada. Por meio da transformacéo de Probit foi
estimado o0 ED50 em 24,3 uM, n=3.
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Figura 10: Curvas de sobrevivéncia in vitro para determinacdo do ED50 do DDC. Controle isento de drogas, seis
casais de vermes para cada condicio observada. ED50 estimado em 63,1 uM por analise de Probit, n=3.

Baseando-se nas concentragdes testadas no ensaio de citotoxicidade dos esplendcitos,
bem como quantidades de CLQ e DDC correspondente ao ED50. Testou-se o efeito combinado
utilizando 75% do ED50 como unidade padrao e mutiplicando-se essa concentragdo 2, 3 e 4
vezes, para avaliar indicios de uma propor¢do mais eficaz diante da sobrevivéncia dos parasitos.

Dessa maneira a unidade de CLQ na proporcdo foi 19 pM, e 50 uM para DDC.
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Figura 11: Curvas de sobrevivéncia in vitro para sele¢do da propor¢do mais eficiente. Controle isento de drogas,
quatro casais de vermes para cada condicéo observada, n=3.

Apbs verificar que a proporc¢do 4 unidades de CLQ para 1 unidade de DDC (4:1), se
comportou como a propor¢do de melhor eficiéncia, deu-se prosseguimento na analise da
combinacdo. Para avaliar a caracteristica do efeito combinado nessa propor¢do foram

adicionadas mais duas concentrac@es para combinacao.
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Figura 12: Curvas de sobrevivéncia in vitro para avaliar possivel sinergismo em diferentes concentracfes na
proporcdo 4 CLQ : 1 DDC, a qual se mostrou mais efetiva. Controle isento de drogas, seis casais de vermes para
cada condicédo observada, n=2.
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Por meio do software CompuSyn foi avaliada o tipo de interacdo da combinagéo das
drogas na morte dos parasitos. No entanto, ndo existiu, nas condi¢fes estudadas, sinergismo

entre os efeitos promovidos por CLQ e DDC.

4.3. EFEITOS OBSERVADOS POR MICROSCOPIA ELETRONICA

4.3.1. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Por meio da visualizagdo dos vermes pela microscopia eletronica de varredura avaliou-

se as alteracdes da topografia tegumentar de machos e fémeas de S. mansoni desafiados pela

combinacéo das drogas, bem como do grupo controle sem drogas. Foram utilizados trés casais

de cada condicdo para o procedimento.

Qijocruz 15KV X1,800%

.', o B e .
15kV X100 100 1 . Eriee. S

Figura 13: Casal de vermes adultos do grupo controle fixados em copula. Por¢Ges anteriores de macho e fémea,

evidenciando a ventosa oral e ventral do macho, enquanto a fémea se apresenta dorsalmente (A). Detalhe do

tegumento do macho, mostrando tubérculos e espinhos integros (B).

15KV X3004, 50um Fiocruz  X1,800  10pm’ * Fiocruz

Figura 14: Casal de vermes adultos do grupo controle. Fémea no canal ginec6foro do macho (A). Detalhe da fémea
gue se encontra contorcida, mostrando tegumento integro (B).
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De acordo com a varredura de elétrons ndo foi encontrado alteragdes tegumentares no

casal selecionado para estudo, demonstrando que as condi¢fes de cultivo ndo afetam a

ultraestruturas dos vermes.

Figura 15: Macho adulto tratado com a proporcao 4 CLQ 1 DDC (38 uMde CLQ e 25 uM de DDC)' Macho
visto em menor aumento, apresentando ventosas torcidas e edemaciadas (A). Tubérculos do tegumento masculino
edemaciados, o que se evidencia pelo encurtamento dos espinhos e descontinuidade do tegumento, setas brancas

(B).

X100 100pm 0001 Fiocruz 15kV X2 700

Figura 16: Fémea adulta tratada com a propor¢do 4 CLQ : 1 DDC (38 uM de CLQ e 25 uM de DDC) Vista em
menor aumento sem alteragcdo marcante, menos delgada que o controle (A). Tegumento apresentado pontos de
descontinuidade, seta branca (B).

Para avaliar as alteracdes tegumentares dos vermes submetidos ao tratamento, utilizou-
se trés casais da concentracdo mediana da proporc¢éo 4:1 (38 uM de CLQ e 25 uM de DDC) na
curva sobrevivéncia. A microscopia eletronica de varredura demonstrou danos no tegumento
dos vermes (macho e fémea), apresentando evidéncias das conseqiiéncias dos efeitos

provocados pelas drogas.
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4.3.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Apbs os testes de sobrevivéncia, alguns casais também foram processados para
microscopia eletrénica como descrito anteriormente, e os cortes obtidos ultrafinos foram

analisados por microscopia eletronica de transmisséo.

Figura 17: Eletromicrografia do tegumento de macho adulto do grupo controle. O corte do tegumento evidencia
tubérculo com espinhos integros, setas negras, bem como camada sincicial preservada, setas brancas.
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Figura 18: Eletromicrografia do trato digestivo de macho adulto do grupo controle. Onde o tecido parenquimatoso
subepitelial apresenta aspecto normal, nota-se a presenca de epitélio intestinal preservado (setas brancas), na luz
intestinal sdo encontrados alguns cristais de Hz, completamente formados e incompletos (pontas de setas).

. 4 %3 o L IV a
Figura 19: Fémea adulta do grupo controle apresentando tegumento integro, camada sincicial caracteristica (setas
pretas), e tecido parenquimatoso normal (setas brancas).
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Figura 20: Eletromicrografia da porgdo tegumentar fémea adulta do controle, evidenciando camada muscular
disposta longitudinalmente, seta branca, e transversalmente (ponta de seta branca). As fibras musculares
apresentam eletrodensidade caracteristica.

A avaliacgdo das eletromicrografias obtidas dos vermes do grupo controle demonstrou a
integridade do tegumento, camada sincicial com espessura tipica e integridade das fibras
musculares (Figura 17, 19, 20), bem como do trato digestivo tanto do macho (Figura 18) quanto
da fémea. Enquanto que os vermes submetidos & combinagéo, demonstrou perda de integridade

das fibras musculares e redugédo do tegumento (Figura 21 e 22).
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Figura 21: Eletromicrografia de macho adulto submetido a proporcéo 4:1, 38 uM de CLQ e 25 uM de DDC. Fibras

musculares apresentando aumento da eletrodensidade (setas brancas), bem como presenca de inclusdes lipidicas
pelo sincicio (*).

-

'.

fémea submetda a proporcédo 4:1, 38 UM de CLQ e 25 uM de DDC. Pode-se notar
presenca de fibras musculares desorganizadas e tdrgidas (setas brancas).

Figura 22: Eletromicrografia de
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4.4.  ANALISE DA INIBICAO DA FORMACAO DE HEMOZOINA EX VIVO

Diante dos resultados levantados avaliaram-se 0s mecanismos de acao esperado pelos
farmacos na biologia do S. mansoni. Desta maneira foi investigada a interferéncia das drogas
na formacéo de Hz, combinadas e isoladas para permitir a compreensao da interagéo. Para isso
utilizou-se os regurgitados de fémeas como indutores da cristalizacdo do heme, e este processo
foi desafiado pelas drogas. Os graficos apresentam a média de 2 experimentos distintos.

150 . .
. B8 5uMCLQ
1004 B 15uMCLQ
T 0 35uM CLQ
o 70 uM CLQ
= 140 M CLQ
O-

Figura 23: Quantificagdo de Hz formada quando incubada com CLQ em diferentes concentragdes. Em todas as
condicBes com CLQ a formacdo de hemozoina foi inibida completamente (*-p<0,05 de acordo com pds-teste de
Tukey), n=2.
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Figura 24: Quantificacdo de Hz formada in vitro incubada com DDC. Houve aumento na formacg&o de Hz em todas
as concentracGes droga, no entanto, apenas as amostras desafiadas por 220 M de DDC valores compativeis nos
2 experimentos realizados (*-p<0,05 segundo pos-teste de Tukey), n=2.
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Figura 25: Quantificacdo de Hz formada quando incubada com a combinacdo de CLQ ao DDC. Todas as
associacOes apresentaram inibicdo da formacdo de Hz de maneira semelhante ao encontrado na incuba¢do com

CLQ isolada (*-p<0,05 segundo p6s-teste de Tukey), n=2.

Nos ensaios com CLQ a formacdo de hemozoina foi inibida completamente, quando
isolada ou combinada com DDC. Quando a formagéo foi desafiada somente por DDC houve
aumento da cristalizacdo do heme, possivelmente pelo seu carater redutor. No entanto, a

capacidade de DDC promover a cristalizacdo ndo impede a atividade da CLQ.
45. ANALISE DA INIBICAO DA FORMACAO DE B-HEMATINA IN VITRO

Com intuito de analisar melhor o comportamento das drogas na cristalizacdo do heme,
foram realizados testes in vitro de formacdo de B-hematina. Junto as condicdes artificiais
necessarias, descritas na metodologia, para agregacdo de hemina, adicionou-se diferentes
concentracdes de CLQ e DDC, a quinidina foi inibidor padrdo do ensaio. Os resultados

apresentados correspondem a trés experimentos repetidos em diferentes tempos.
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Figura 26: Quantidade de B-hematina formada ao final de 18 horas de incubagdo. As concentracdes de 100 e 200
UM reduz de modo estaticamente significante a formacdo em relagdo ao controle, pés-teste de Tukey (*-p<0,05),
n=3.
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Figura 27: Quantidade de p-hematina apds 18 horas de incubagdo. DDC a 200 uM aumenta significativamente a

agregacdo de hemina em relagdo ao controle (*-p<0,05 pos-teste de Tukey), n=3.

Os resultados obtidos da inibigdo da formagao B-hematina os resultados obtidos pelo
ensaio de Hz ex vivo. Onde CLQ inibe a agregacdo do heme em diversos modelos, enquanto

que o DDC promove a formagao de -hematina e possivelmente Hz.
46. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DE SUPEROXIDO DISMUTASE

Foram investigados os niveis da SOD do S. mansoni pela atividade da enzima na
presenca e auséncia de CLQ. Apesar de ndo existir diferenca significativa entre as quantidades
observadas entre os grupos controle e o tratado, ocorreu uma tendéncia ao aumento dos niveis

da enzima nos tratados.

SOD
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Figura 29: Niveis de SOD encontrados nos vermes incubados por 3 horas. O controle apresentou uma média 0,66
U/mL, enquanto que o grupo tratado apresentou 0,88 U/mL, n=1.
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Em virtude das dificuldades na obtengdo de amostra suficiente de vermes para extracéo
de SOD, néo foi possivel realizar o experimento em outras condicdes. O resultado apresentado,
no entanto sugere um aumento de estresse oxidativo frente a inibicdo da formacdo de

hemozoina.

4.7. QUANTIFICACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA

Com o intuito de esclarecer os possiveis mecanismos dos danos causados a biologia do
S. mansoni pela inibi¢do da cristalizacdo de Hz foram investigados os niveis de peroxidagao
lipidica no desafio dos vermes frente a combinacdo de drogas. Os casais de vermes foram

incubados por 3 horas com os farmacos estudados.

TBARS

CTL

-10-
Figura 30: Niveis de malonaldialdeido, MDA, proporcéo 4:1 — 76 uM de CLQ por 50 uM de DDC - apresentou

21,6 pM; proporgédo 1:1 — 38 uM de CLQ por 100puM de DDC — apresentou 7,6 UM; e por ultimo proporgéo 1:4
— 19 uM de CLQ por 210 uM de DDC - apresentou a leitura negativada, n=1.

Em virtude da necessidade de grande quantidade de vermes para realizar o experimento,
s0 foi possivel concluir uma procedimento para determinar o nivel de peroxidagdo lipidica. De
todo modo, o resultado encontrado sugere um aumento da oxidacdo de lipideos dentro das
proporgdes com maiores concentracdes de CLQ, corroborando os indicios apresentados pela

quantificacdo de SOD.

5. DISCUSSAO

A esquistossomose mansonica é uma doenca de grande relevancia mundial, pois além

da sua alta frequéncia o tratamento esta associado a muitos efeitos adversos, bem como a perda
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de eficacia ou resiténcia as drogas utilizadas, praziquantel e oxamniquina (Figura 4). Este
cenario torna a busca por novas abordagens terapéuticas, ponto decisivo para a resolucdo dos
problemas que vivem os individuos acometidos e principalmente para o transtorno social que a
doenca desencadeia. Diante disto o objetivo principal desse trabalho foi a averiguar a
viabilidade de um regime terapéutico mais eficiente e menos prejudicial para os individuos.

Com esse parametro, deu-se preferéncia a reposicao de drogas com atividade conhecida
para outros modelos e utilidades. Uma vez que as drogas escolhidas sdo largamente estudadas
e utilizadas (BOGUSKI, MANDL e SUKHATME, 2009). Esta medida permite a aplicacdo e
comercializacdo de uma nova terapia com redugdo dos custos e tempos aplicados na pesquisa
de novas substancias,

A cloroquina é uma 4-aminoquinolina, antimalarico de grande sucesso, gque no
Plasmodium sp. causa aumento do vacuolo digestivo e aglomeracdo de cristais de hemozoina
(JENSEN e MEHLHORN, 2009). Tendo em vista a homologia entreo Schistosoma sp. e
Plasmodium sp. Para detoxificacdo do hem, bem como o fato da droga ja ter sido utilizada in
vivo isoladamente para esquistossomose (OLIVEIRA et al., 2004). J& foram propostos
inimeros mecanismo de acdo para cloroguina (SULLIVAN, 2002), no entanto diversos estudos
de espectroscopia apontam para uma complexacédo entre a droga e 0 heme, possivelmente uma
ligacdo é coordenada entre o N da droga e Fe(l1l) da ferriprotoporfirina (Fe(111)PPIX) (EGAN,
2006).
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Figura 31: Cloroquina (VILLIERS e EGAN, 2009) e ferriprotoporfirina IX (RYTER e TYRRELL, 1999)

Inicialmente foram realizados ensaios de citotoxicidade em esplendcitos (Figura 5 e 6)
que demonstraram que ndo ocorreu perda estaticamente significativa da viabilidade celular
frente a CLQ. Os ensaios de sobrevivéncia dos vermes demonstram ED50 24,3 uM para CLQ
(Figura 9) valor proximo do encontrado in vivo por Oliveira e colaboradores em 2004

(aproximadamente 30 pM).
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Figura 32: Dietilditiocarbamato de sddio (SIGMA-ALDRICH, 2012).

O dietilditiocarbamato de sodio é o principal metabolito do dissulfiram, historicamente
utilizado no tratamento do etilismo (JOHANSSON, 1992). DDC atua como inibidor da SOD,
em virtude da sua capacidade em quelar metais de transicao (i e. Cu?*, Zn?*, Fe**) (LUSHCHAK
etal., 2005). Além disto a presenca de grupos tiois permite realizar pontes dissulfeto que podem
inativar enzimas (ARNELLE et al., 1997). O Schistosoma mansoni apresenta um diversificado
sistema antioxidante onde a SOD desempenha papel crucial, desse modo os vermes foram
desafiados com DDC, onde a anélise da curva sobrevivéncia determinou ED50 de 63,1 uM
(Figura 9), e 0 experimento com esplendcitos ndo demonstrou toxicidade pela droga (Figura 6
e 7), pelo contrario apds 48 h de incubacdo 0s experimentos indicam que possa aumentar a
capacidade de reducdo das células.

Posteriormente foi avaliada a combinacdo da cloroquina com dietilditiocarbamato de
sodio, que proporcionou um aumento da eficacia na atividade esquistossomicida, pois na
proporcédo 4 CLQ : 1 DDC (76 uM e 50 uM respectivamente) apresentou a mesma letalidade
em tempo e concentragdes menores de quando utilizadas isoladamente (Figura 11).

Por meio do estudo microscopio eletrénico dos casais tratados com a combinacdo na
proporcdo 4:1 (Figura 12-21), destacou-se alteracbes no tegumento de ambos 0S $exos,
mostrando que houve danos na sintese do tegumento, bem como na musculatura do parasito.
Os agravos descritos resultam, possivelmente, do estresse oxidativo promovido pela liberacéo
de heme, aliado a inibicdo da SOD.

Os resultados de inibicdo da formacdo de Hz induzida pelo regurgitado de fémeas
quando incubadas com CLQ (Figura 23), bem como dos ensaios in vitro de formagao de f-
hematina (Figura 26) confirmaram os dados de trabalhos anteriores (EGAN e NCOKAZI, 2005;
CORREA-SOARES et al., 2007; NHIEN et al., 2011). Demonstrando que a CLQ de fato inibe
a agregacdo do heme, e consequentemente causa danos ao parasito levando-o a morte.

A incubacgéo de DDC no ensaio de formacéo de Hz néo inibiu a producéo dos cristais
de heme, pelo contrario promoveu a agregacdo de hemina (Figura 26). Tal resultado também
se repetiu nas concentragdes mais altas do ensaio in vitro e 0 aumento foi estatiscamente

significativo para a concentracdo 200 pM quando comparado ao controle. Tais resultados
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podem ser justificados pelo trabalho apresentado por Villiers e colaboradores (2007), onde
demonstrou-se que a dimeriza¢do do heme pode ocorrer pela ligagdo axial H20.Fe(l11)PPIX /
OH".Fe(lIPPIX, desta forma o DDC pode criar um ambiente redutor capaz de auxiliar a
agregacao do heme e assim aumentar a cristalizacdo em relacéo ao controle.

Apesar do DDC promover agregacdo de heme no ensaio ex vivo, quando combinada
com CLQ, ndo interferiu na atividade desta. A figura 24 apresenta os resultados de todas
concentracdes das combinacdes testadas, demonstrando que a cristalizacdo de Hz foi inibida
completamente. Quanto ao efeito da combinacdo sobre a peroxidacdo lipidica dos vermes,
pode-se ressaltar, que apesar de ter sido realizado apenas um experimento, a propor¢ao 4 CLQ
: 1 DDC foi a que causou maior dano aos componentes lipidicos (Figura 28), o que sugeri a
capacidade dessa proporc¢do de induzir estresse oxidativo.

Diversos estudos e revisdes apontam que a origem dos danos causados pelo heme livre
se deve a sua capacidade em produzir ERO, que por sua vez podem causar danos em &cidos
nucléicos, carboidratos, lipideos e proteinas (RYTER e TYRRELL, 1999; KUMAR e
BANDYOPADHYAY, 2005; STIEBLER et al., 2011). De acordo com essas informacoes a
quantificacdo de SOD extraida dos vermes tratados com CLQ (Figura 28), sugere uma resposta
do sistema antioxidante do S. mansoni diante do estresse oxidativo promovido.

Essas evidéncias sdo apoiadas pelos resultados obtidos por Oliveira e co-autores (2002),
onde o heme teve maior capacidade de induzir peroxidacao lipidica e oxidacéo de carboidratos,
que os cristais de hemozoina. Do mesmo modo, El-Bassiouni e colaboradores em 2007
demonstraram que o artemeter, antimalarico atualmente empregado, provocou peroxidacao

lipidica nos vermes de Schistosoma mansoni e induziu aumento da expresséo de SOD.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do trabalho exposto a combinacédo de cloroquina e dietilditiocarbamato de sddio
¢ uma possibilidade terapéutica para o tratamento da esquistossomose mansonica.
Primeiramente por que as drogas ndo causaram danos as células dos hospedeiros do modelo
experimental utilizado. Desta maneira, a combinacgdo é viavel para aplicagdo deste tratamento
em estudos in vivo.

A concentracdo da dose efetiva das drogas para combater o parasito foi muito inferior
as concentragOes testadas para citotoxicidade, bem como foi demonstrado por microscopia

eletronica que a natureza dos danos séo a causa da morte dos parasitos. A analise da formagéo
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de Hz permite inferir que a associacdo de CLQ e DDC aumentam a presenca de hme livre, 0
principal causador dos efeitos deletérios ao parasito.

Deve-se ainda considerar que os farmacos atuam em diferentes vias no Schistosoma
mansoni, as evidéncias de peroxidacdo lipidica e quantificacdo da atividade de superdxido
dismutase apontam que a inibic¢do do sistema antioxidante do parasito soma-se ao efeito nocivo
da liberacéo de heme no organismo do parasito.

De acordo com o apresentado, torna-se evidente o potencial terapéutico da combinacéo
de cloroquina e dietilditiocarbamato de sodio. Essa nova abordagem terapéutica deve ser
avaliada por ensaios in vivo, como primeiro passo para o desenvolvimento deste tratamento

para esquistossomose mansonica.
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