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RESUMO

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (2002), a esquistossomose é a segunda
maior doenga tropical, causadora de 200 a 300 mil mortes por ano. Mesmo
apresentando alguns quimioterapicos eficazes para o tratamento, como o
praziquantel (PZQ) e a oxamniquina (OXQ), ocorrem muitos casos refratarios e
efeitos colaterais. Diante deste contexto, € necessaria a busca racional de novos
medicamentos e combinagdes para o tratamento desta doenga. Uma possivel
solucdo é o estudo de drogas relacionadas com o estresse oxidativo do patdgeno.
Dentre estas podem ser analisadas: a artemisinina (ART), que induz uma maior
producao de radicais livres por inibicdo da formacdo da hemozoina em Plasmodium
falciparum; a butionina sulfoximina (BSO), que impede a producao da glutationa;
além do dietilditiocarbamato de sédio (DDC), que age como inibidor das superoxido
dismutases. Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar in vitro essas drogas,
isoladas e combinadas, analisando a atividade das superdxido dismutases,
alteragbes morfologicas e producdo de hemozoina em vermes adultos, além de
avaliar a toxicidade em esplenécitos. A ART apresentou efeito esquistossomicida em
concentracdes elevadas. O DDC mostrou um efeito esquistossomicida satifatério e
inibiu as superéxido dismutases. Quanto a associagcdo ART — DDC, esta inibiu a
formagdo da hemozoina, apresentou danos nos tegumentos dos vermes e né&o
apresentou citotoxicidade significativa. Estes resultados indicam que estas drogas
sdo viaveis para estudos in vivo, podendo ser uma nova alternativa quimioterapica

para esta patologia.

Palavras-chaves: S. mansoni, artemisinina, DDC, BSO.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (2002), schistosomiasis is the second
main tropical disease, causing 200 to 300 thousand deaths per year. Despite
presenting some efficacious for the treatment, such as praziquantel (PZQ) and
oxamniquine (OXQ), there are many cases refractory and side effects. Given this
context, it is necessary a rational search of new drugs and combinations for the
treatment of this disease. One possible solution is the study of drug related oxidative
stress of the pathogen. Among these may be considered: artemisinin (ART), which
induces an increased production of free radicals by inhibiting the formation of
hemozoin in Plasmodium falciparum, the butionina sulfoximina (BSO), which
prevents the production of glutathione, and the sodium diethyldithiocarbamate (DDC)
which acts as an inhibitor of superoxide dismutases. Therefore, the objective of this
study was to test these drugs in vitro, isolated and combined, analyzing the activity of
superoxide dismutases, morphological changes and production of hemozoin in adult
worms, in addition to evaluate the toxicity in splenocytes. ART had antischistosomal
effect at high concentrations. DDC showed an satisfactory effect schistosomicide and
inhibited the superoxide dismutases. The combination ART - DDC, it inhibited the
formation of hemozoin, showed damage to the tegument of the worms and did not
show significant cytotoxicity. These results indicate that these drugs are viable for in

vivo studies, may be a new chemotherapy alternative for this disease.

Keywords: S. mansoni, artemisinina, DDC, BSO.
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1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia

A esquistossomose é uma doencga infecciosa causada por helmintos do
género Schistosoma, tendo como principais espécies: S. mansoni, S. japonicum e S.
haematobium (REY, 1991). Esta zoonose é considerada pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS, 2002) como a segunda de maior prevaléncia na regiao tropical,
depois da malaria, causando 200 a 300 mil mortes por ano e atingindo mais de 200
milhdes de pessoas no mundo (loc. cit. AMARAL et al., 2006). Esta patologia é
endémica em 74 paises (Figura 1), sendo que 54 deles apresentam a forma
intestinal, que foram registrados principalmente na Africa, Asia e paises da América
do Sul como o Brasil (BERGQUIST 1995; OMS, 2002).
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Figura 1: Paises ou areas de risco no mundo (OMS, 2008).

No Brasil ha aproximadamente 7 milhées de pessoas com a esquistossomose
mansonica (Figura 2). Estima-se que cerca de 5% da populagao brasileira apresente
esta doenga. Em estudos epidemiologicos realizados pelo Ministério da Saude foi
demonstrado que a transmissao da esquistossomose ocorre em 19 estados, sendo
0s mais endémicos Minas Gerais e Bahia. Os municipios que tém os mais elevados

indices de prevaléncia estao distribuidos por toda a regido costeira do Nordeste e
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parte no interior da Bahia, como também no sudeste de Minas Gerais (AMARAL et
al., 2006; OMS, 2008).

Faixa de Provaliéncia (%)
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Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose por faixa de prevaléncia por municipio no Brasil (Ministério
da Saude, 2004).

Nos estados de Pernambuco e Minas Gerais, os maiores indices de
prevaléncia estdo nas comunidades rurais, pois esses locais sdo habitados por
pessoas de baixo poder aquisitivo e desprovidas de saneamento basico (MOZA et
al., 1998; GAZZINELLI et al., 2006).

No estado de Sao Paulo, ha uma crescente taxa de incidéncia desta doenga
na regiao nordeste, pois ha uma grande emigracdo de pessoas do nordeste do
Brasil para Sdo Paulo e Rio de Janeiro, as quais, por falta de recursos, geralmente
vao morar em periferias (MACHADO, 1982; GOZA, 1992; TANNEN, 1992). Desta
maneira, varios trabalhos epidemioldgicos vém mostrando que estas condig¢des,
favorecidas pelo descaso das politicas estaduais € municipais corrobora ainda mais
a infeccdo, que esta relacionada as colegdes hidricas contaminadas com material
fecal contendo ovos do parasito, dando continuidade ao seu ciclo biolégico
(CARVALHO et al., 2008).



1.2 Caracteristicas do parasito e ciclo de vida

A familia Schistosomatidae é constituida de trematédeos parasitas, que em
sua fase adulta vivem no sistema venoso de mamiferos (REY, 1991). As fases
larvares das espécies do género Schistosoma, sdo encontradas em moluscos
gastropodes aquaticos, principalmente dos géneros Biomphalaria, Bulinus ou
Oncomelania. Os que fazem parte desta familia se diferenciam de outros
trematodeos por ter as seguintes caracteristicas: sexos separados, eliminarem ovos
nao operculados, com espiculo lateral ou terminal, embrionados (com miracidio) e
ter como formas infectantes para o hospedeiro vertebrado (definitivo) as cercarias
que penetram por via transcutdnea (CARVALHO et al., 2008).

A espécie S. mansoni, normalmente realiza o ciclo assexuado em moluscos
do género Biomphalaria (REY, 1991). A morfologia do S. mansoni varia de acordo
com as fases correspondentes ao seu ciclo biolégico: adulto — macho e fémea, ovo,
miracidio, esporocistos, cercaria e esquistossédmulo.

O macho possui cor esbranquicada com o tegumento recoberto de projecdes
denominadas tubérculos, dotadas de espinhos. Ja a fémea néo apresenta tubérculos
em seu corpo filiforme, sdo maiores e mais escuras que os machos, devido a maior
taxa de ingestdo e quebra da hemoglobina que resulta em hemozoina (OLIVEIRA et
al., 2000). Ambos apresentam uma porgao anterior, onde € observada a ventosa oral
e ventral (acetabulo) e a posterior, na qual se encontra o canal ginecéforo apenas no
macho, formado pelo dobramento do corpo achatado no sentido longitudinal para
alojar a fémea e fecunda-la (NEVES et al., 2000).

As fémeas fecundadas produzem, através das glandulas vitelinicas e do
ovario, os ovos, que apresentam uma parte mais larga e é observado um espiculo
lateral ou subterminal em S. mansoni. O ovo maduro é identificado quando
apresenta um miracidio formado, visivel pela transparéncia dos ovos os quais sao
encontrados nas fezes (NEVES et al., 2000).

Apds entrarem em contato com a agua, os ovos liberam o miracidio. Esta fase
larvar apresenta uma forma cilindrocénica com uma superficie composta por placas
epidérmicas ciliadas. Na regiao anterior, encontra-se uma papila apical em forma de
cone (terebratorium) que contém a abertura de glandulas (adesivas e de penetragao)

com numerosos receptores sensoriais, sendo a partir desta estrutura que ocorre a



fixagcdo e penetragdo nos gastrépodes do género Biomphalaria sp. (CARVALHO et
al., 2008).

Apoés a infecgao do molusco pelo miracidio, que ocorre preferencialmente no
pé e na base das antenas, esta fase larvar sofre varias alteracées, como a perda do
terebratorium, do epitélio ciliado e do sistema nervoso. Neste estagio, o miracidio
contém células germinativas as quais sdo chamadas de esporocisto-mae ou primario
que consiste em um saco com paredes cuticulares, contendo a primeira geracao das
células reprodutivas e uma camada superficial continua com numerosas dobras.
Além disso, ndo possui boca ou sistema digestivo, absorvendo os nutrientes e
eliminando suas excretas através do tegumento (NEVES et al., 2000).

Nas paredes do esporocisto primario inicia-se a formagao de aglomerado de
células germinativas com uma vacuolizacdo acentuada na regido central. Estes
aglomerados se reorganizam e dao origem a septos, ficando o esporocisto-mae
dividido em 150 a 200 camadas, sendo cada considerada como esporocisto filho ou
secundario. Este esporocisto-filho, depois de 5 a 6 dias, abandona o esporocisto-
mae e apresenta fibras musculares, sistema nervoso, protonefrideos e o seu
tegumento semelhante aquele do seu antecessor (CARVALHO et al., 2008).

Com a produgao dos esporocistos secundarios, no local de penetracdo do
miracidio, estes migram por varios 6rgaos, como o hepatopancreas, tendo como
destino final tanto as glandulas digestiva e/ou germinativa (NEVES et al., 2000).

Apds chegar ao seu destino final, o esporocisto secundario apresenta trés
partes bem definidas, uma que é o poro de nascimento, a segunda que contém
cercarias em varias fases de desenvolvimento e a terceira que apresenta varias
células embrionarias ou esporocistos terciarios, os quais dao continuidade a
producgao das cercarias (NEVES et al., 2000).

Com a emergéncia das cercarias a partir dos moluscos, estas penetram na
pele do homem, fixando-se através das ventosas e transpondo a pele por intermédio
do movimento vibratério e da agao litica oriunda das glandulas de penetragéo. Esta
larva possui cauda bifurcada, a qual se perde rapidamente durante o processo de
penetragdo, duas ventosas, uma como a oral e terminagdes chamadas gléandulas de
penetragao (NEVES et al., 2000).

Com a infeccao da pele, através da porgao anterior da larva, esta passa a se
adaptar e desenvolver em outra forma denominada de esquistossémulos ou fase

juvenil. Na circulagdo sanguinea esta larva sofre significativas mudangas
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morfologicas e fisioldgicas na transicdo da forma pulmonar para a hepatica
(BARBOSA et al.,, 1978). Quando esta forma atinge o sistema porta ela se
desenvolve completamente para verme adulto, onde as fémeas eliminam o ovo,
principal causador da patologia com a formagdo dos granulomas e que dara
continuidade ao ciclo biolégico deste parasito (CARVALHO et al., 2008).

1.3 Formas clinicas da esquistossomose

A esquistossomose se manifesta com maior frequéncia no ser humano sob
uma forma aguda e duas formas crbénicas polares (hepatointestinal e
hepatoesplénica). A forma aguda apresenta uma maior ocorréncia, mas de dificil
distingdo com fase crbnica. A hepatointestinal &€ geralmente assintomatica, atingindo
a maioria absoluta das pessoas que vivem em areas de alto risco. A forma
hepatoesplénica ¢é rara, apresentando, na maioria dos casos, uma
hepatoesplenomegalia e sinais de hipertenséo (REY, 1991).

A esquistossomose aguda pode ser caracterizada especialmente pela
ocorréncia de varios granulomas periovulares com predominante componente
exudativo e com muitos eosindfilos, acompanhado de necrose central em varios
orgaos, principalmente no figado, intestinos e pulmbes (RASO & NEVES, 1965).
Esta necrose pode assumir o aspecto hialino com um precipitado resultante da
interacédo antigeno-anticorpo (KEPHART, ANDRADE & GLEICH, 1988).

A forma aguda apresenta os seguintes sintomas: dores abdominais, insénia,
emagrecimento, febre, indisposicdo, diarréia, tosse, anorexia, sudorese, fadiga,
cefaléia, calafrios, dentre outros (NEVES, MARTINS & TONELLI, 1966).

As manifestagdes clinicas da forma hepatointestinal podem ser decorrentes
da associacdo com outras parasitoses intestinais, problemas alimentares e com o
estresse (MEIRA, 1991). Esta forma caracteriza-se por apresentar: figado impalpavel
com consisténcia flacida e superficie lisa, podendo apresentar fibrose periportal;
eosinofilia  discreta; hipergamaglobulinemia (CARVALHO et al, 2008);
endurecimento da alga sigméide (LOBO, 1947) e formas pseudoneoplasicas
avangadas formadas a partir de lesdes intestinais (ANDRADE & BINA, 1983).

A sintomatologia desta forma é caracterizada por apresentar muco e estrias
sanguineas nas fezes (PEIXINHO, ANDRE & BINA, 1986), dores abdominais,
intolerancia alimentar, nauseas, insbnia, astenia, anorexia, impoténcia sexual,
sudorese e palpitagcbes (CARVALHO et al., 2008).



Na forma hepatoesplénica ha uma fibrose periportal causada pela reacao
antigeno-anticorpo e obstrugdo dos vasos periféricos com os ovos, principalmente,
no figado e bago, formando os granulomas, tendo como consequéncia a hipertensao
portal e hemorragias (NEVES et al., 2000). Os sintomas mais frequentes sao:
aumento do abdémen e dores epigastricas (CARVALHO et al., 2008).

Algumas formas clinicas podem ser derivadas da hepatoesplénica como: a
cardiopulmonar; pseudoneoplasica que pode ser em decorréncia também da forma
hepatointestinal e a forma neuroesquistossomoética, derivada também da
hepatointestinal (NEVES et al., 2000).

A neuroesquistossomose € a forma mais severa, podendo acometer qualquer
parte do sistema nervoso central. E classificada em dois tipos: encefalica e
mielorradiculopatica, sendo mais frequente a primeira na esquistossomose japdnica
e a segunda na mansénica (LAMBERTUCCI, SILVA & AMARAL, 2007).

O comprometimento do paciente na fase neuroesquistossomatica, inicia-se
com a chegada dos elementos esquistossomoticos ao sistema nervoso central,
pelas conexdes do sistema portal com as veias medulares ou cerebrais, ou ainda
pela circulacdo arterial através de fistulas arteriovenosas pulmonares ou
anastomoses portopulmonares. A entrada desses elementos resulta nas formas
encefalica e medular apresentando endarterite e trombose (PITTELLA, 1985);
desmielinizagdo ou degeneragao axonal a distancia (FERREIRA et al., 1998), bem
como a presencga rara de vermes adultos (BAMBIRRA et al., 1986).

Os sintomas da forma mais grave da doenga sao: dor lombar e nos membros
inferiores, disfungdo urinaria e intestinal e impoténcia sexual (LAMBERTUCCI,
SILVA & AMARAL, 2007).

1.4 Imunologia

A resposta imunolégica em modelos experimentais como em camundongos,
no inicio da infeccéo, é caracterizada como do tipo Th1, com producdo de IL-2 e
IFN-y, que induz a expressdo de MHC-II nos macrofagos, acarretando desta maneira
em um recrutamento de linfocitos T CD4" e favorecendo a formacgdo de um ambiente
pro-inflamatério em torno dos ovos presentes nos vasos periportais
hepatoesplénicos (MORAIS et al., 2002; RUTITZKY, ROSA & STADECKER, 2005).



Apds a oviposi¢cao, ha uma diminuicdo da resposta imunolégica Th1, isto
acontece devido ao decréscimo de IFN-y com um simultdneo aumento da produgao
de IL-10, que favorece a resposta do tipo Th2 e inibicdo da Th1. Nestas condigdes,
ocorre um aumento na producao de outras interleucinas por linfocitos Th2, como: IL-
13, que induz a formacgéao de colageno do tipo | e lll levando a fibrose hepatica em
torno dos ovos; IL-4, que modula a producédo de IgG para IgE, que favorece a
interacdo eosindfilos-parasito; IL-5, citocina responsavel pelo recrutamento de
eosindfilos; além da IL-6 que induz a proliferagdo e maturagdo de linfocitos B
(MORAIS et al., 2002; RUTITZKY, ROSA & STADECKER, 2005).

Apesar de estar caracterizado o perfil imunoldgico da doenga, varios aspectos
ainda n&o estdo bem esclarecidos, como a que antigenos a resposta imunologica
esta dirigida (CARVALHO et al., 2008). Pela atividade de intensos infiltrados
granulomatosos em diferentes 6rgdos € demonstrada a geragdo de estresse

oxidativo na esquistossomose (KAZURA et al., 1985).

1.5 Estresse oxidativo em S. mansoni

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio no status redox de um
organismo. Este desequilibrio € causado pela produgéo de radicais livres como, por
exemplo, ROS, que podem ter origem do metabolismo celular ou pela presencga de
xenobioticos. Cerca de 1-2% de todo oxigénio consumido na cadeia transportadora
de elétrons é convertido a ROS, tais como superoxido. Porém ha sistemas
mitocondriais redox que participam na conversao destas ROS, principalmente H,0,,
em agua (CIRCU & AW, 2010). Nestes sistemas podem estar presentes as
tiorredoxinas, glutationas e peroxiredoxinas, que de maneira geral transferem
hidrogénios com ciclos de oxi-redugdes entre esses peptideos, através de seus
grupos sulfidrilas, até reagirem com os peréxidos de hidrogénio e por fim, resultando
em agua. Esta € s6 uma dentre tantas outras formas de manter a homeostase
oxiredutora da célula (MORALES et al., 2009).

Dependendo das concentracbes de ROS, estas podem estar provocando
peroxidagdes lipidicas, danos no material genético, oxidagbes de proteinas e
inibicdo da divis&do celular, resultando possivelmente em apoptose, com ativagdo de
caspases por citocromos ¢ e fragmentos de DNA, interferindo na atividade de canais
Ca™, promovendo descontrole na sinalizag&o e fisiologia celular (OTT et al., 2007;

CIRCU & AW, 2010), além da possibilidade de estar interferindo na expressao
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protéica iniciada por fatores de transcrigdo com o NFk-B e receptores “Toll-like” do
tipo 4, que estao intimamente relacionados a producao das superdxidos dismutases
(BRADY et al., 1997).

Em humanos, o aumento de ROS tem sido relacionado ao cancer, doencas
neurodegenerativas e processos inflamatoérios crénicos (DROGE, 2002). Varios
parasitos estdo intimamente ligados a processos inflamatorios, nos quais aumentam
a producdo de ROS por parte do hospedeiro e que os patdégenos conseguem
neutralizar, através do seu sistema antioxidante enzimatico, como ocorre no S.
mansoni.

Em S. mansoni, ha algumas vias metabdlicas que promovem o estresse
oxidativo, quando sofrem interferéncia de drogas. Durante a digestdao da
hemoglobina ocorre a liberagao de grupos ferriprotoporfirinicos que podem promover
a producdo de grandes quantidades de radicais livres. Estes radicais livres sao
produzidos principalmente, pela doacao de elétrons do ferro do grupo heme para
grupos sulfidrilas e peroxidos organicos, além de carrea-los, assim, retroalimentando
ciclos de produgdo de ROS. Esses grupos heme sao neutralizados pela
cristalizagdo, formando a hemozoina, através de ligagdes de hidrogénio entre os
grupos carboxila dos hemes e por meio das ligagdes ibnicas entre o propionato e o
Fe™™™, porém com o uso de drogas, pode ocorrer a interrupgdo deste fendmeno
(EGAN, 2008).

O desenvolvimento do parasito, de ovo até a forma adulta, requer um
metabolismo aumentado e possivelmente ha producdo de ROS em pequenas
concentracdes, sendo verificado também simultaneamente, aumento da expressao
de enzimas antioxidantes, principalmente da glutationa — S - transferase (MEI &
LoVERDE, 1997).

Durante a interagao parasito-hospedeiro ocorre a produgcéo de ROS por parte
dos eosindfilos para destruicido dos vermes adultos, principalmente de ion
superoxido produzido pela a enzima NADPH oxidase. Assim formando um ambiente
desfavoravel a sobrevivéncia do parasito (LOVERDE, CARVALHO-QUEIROZ &
COOK, 2004).



1.6 Superoxido dismutases

Em varios trabalhos foi proposto que a SOD esta envolvida no processo de
dismutagéo do radical superdxido, assim protegendo o verme S. mansoni da morte
oxidativa proporcionada pela resposta imune do hospedeiro (HONG et al., 1993).

As superoxido dismutases (oxidorredutase, E. C. 1.15.1.1) é um importante
grupo de metaloenzimas descoberto em 1969 por McCord e Fridovich. A SOD
realiza a dismutagdo do ion superdxido produzindo H;O, H,O O, a partir do
mecanismo de oxirredugdo realizado pelos metais constituintes do seu sitio
catalitico. Este peroxido de hidrogénio pode ser metabolizado e reduzido em H,O +
O, por enzimas como as peroxidases e tiorredoxinas (OTT et al., 2007).

O grupo das superoxido dismutases apresenta diferentes isoformas, tais
como: Cu/Zn (SOD1) que pode ser tanto citossdlica (31,2 kDa, com duas
subunidades de 16 kDa), quanto extracelular (EC/SOD3 - 30 kDa), ambas
apresentando o metal cobre com agao catalitica e o zinco que desempenha um
papel estrutural (TRIANA et al., 1995; OURY et al., 1996); SOD caracteristica das
mitocdndrias e bactérias que possui 0 manganés no seu sitio catalitico (SOD2),
apresentando geralmente o peso molecular de 40 ou 46 kDa correspondente a sua
forma dimérica, ou tendo 110 ou 140 kDa na sua forma trimérica (MICHALSKI,
1996); e a SOD tipica de bactérias e de plantas que contém o ferro como metal
constituinte do seu sitio ativo (SOD4) e apresenta duas subunidades com peso
molecular de 23 ou 24 kDa (MICHALSKI, 1996; SPIEGELHALDER et al.,1993).

Varios estimulos externos podem induzir a um aumento ou diminuigcdo da
expressao destas isoenzimas em humanos. Para SOD1, o aumento ocorre na
presenca de peroxido de hidrogénio, metais pesados, ozénio (YOO et al. 1999),
oxido nitrico (FRANK et al. 2000), acido araquiddénico (RAHMAN, CLERCH &
MASSARO, 1991) e raios ultravioleta (ISOHERRANEN et al., 1997). A diminui¢ao
ocorre na presenga de mitomicina (CHO et al., 1997) e fibroblastos (JACKSON,
PARISH & HO, 1996).

Para SOD2 o aumento acontece frente as IL-1, IL-4, IL-6 (DOUGALL & NICK,
1991), TNF-a (WONG & GOEDDEL, 1988), lipolissacarideos (LPS) (VISNER et al.,
1990) e IFN-y (HARRIS, 1991), pois estas citocinas e o LPS sé&o ligantes de
receptores, como do grupo Toll-Like, que por sua vez acionam fatores de transcrigao

como NFk-B e NF-1. O aumento pode ocorrer também com a ativagdo da proteina
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cinase C através de substéncias como o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
que ativa fatores de transcrigdo (CREB e TAF-1) (KIM et al., 1999).

Para a diminuigdo da SOD2, sdo necessarios fatores de transcrigdo como
AP2 (ativador da proteina 2) que interagem com as sequéncias proximas da
extremidade 5 (ZHU et al.,, 2001), podendo ocorrer também em varios tipos de
cancer, pois nesta situagao ja foi identificada uma metilagdo em sequéncias de uma
regido intrinseca desta isoforma (HUANG et al., 1997).

Para o aumento de SOD3 é necessaria a presenca de IFN-y e TNF-a em
pneumdécitos alveolares do tipo I de camundongos. Para que ocorra a expressao
destas citocinas em niveis elevados é necessaria a ativagcdo de NFk-B (BRADY et
al.,, 1997) e IL1-a (MARKLUND, 1992). Como esta isoforma exerce um papel de
protecao a parede endotelial, fatores vasoativos como serotonina, histamina e 6xido
nitrico, também aumentam os niveis da SOD3 (STRALIN & MARKLUND, 2001). Sua
diminuicao ocorre frente ao TGF- em fibroblastos humanos (MARKLUND, 1992).

A SOD1 ja foi identificada na regido subtegumentar do S. mansoni que,
aparentemente pode estar ancorada a membrana celular através da sua regiao
glicosilada (HONG et al., 1993).

A regido sinalizadora da SOD1 consiste em uma regido hidrofébica que pode
servir para o enderegamento no reticulo endoplasmatico, aonde sera glicosilado.
Porém, ainda ndo é bem esclarecido o processo exocitico desta isoenzima. Assim,
acredita-se que o verme possui uma via metabdlica especializada com enzimas
associadas a membranas para se defender contra os danos causados no
tegumento, quando entra em contato com radicais livres liberados pelas células do
sistema imune do hospedeiro, podendo nesta situagdo, ser utilizada como a primeira
linha de defesa (HONG et al., 1993).

1.7 Tratamento

Nas trés ultimas décadas houve uma melhoria fundamental na eficiéncia
terapéutica do tratamento contra a esquistossomose mansénica, com a introducao
de duas drogas (oxamniquina e praziquantel), que sdo administradas em dose unica,
por via oral, apresenta atividade terapéutica elevada e poucos efeitos colaterais, o
que permitiu o tratamento de milhdes de pessoas infectadas (CARVALHO et al.,
2008).
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O mecanismo de agao da oxamniquina (Figura 3), 6-hidroximetil-2-isopropil-
aminometil-7-nitro-1,2,3,4-tetraidroquinolina, esta relacionado com a inibicdo da
sintese de acidos nucléicos, necessitando da sulfantransferase para torna-la ativa,
onde esta enzima é encontrada em S. mansoni e ausente no homem (SANTOS,
ALMEIDA & LEITE, 2006). Porém, apesar deste medicamento ser muito eficaz, é
muito caro e apresenta efeitos colaterais.

Os efeitos metabdlicos do praziquantel (Figura 3), 2-ciclohexilcarbonil
1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino[2,1-alisoquinolina-4-1) sobre o S. mansoni, sao
danos tegumentares, aumento da permeabilidade da membrana para o Ca?,
auséncia de fosforilagdo nas subunidades a1 e B de canais de calcio e bolhas
membranosas em esquistossdmulos. Porém, em casos de reinfecgcdo, este
quimioterapico nao é efetivo contra a forma juvenil (esquistossbmulo) do parasito,
levando ao surgimento de casos refratarios a terapia (PICA-MATTOCIA & CIOLI,
2004).

CHs
CH,NHCH(
CHa . 5
> NH '
. ‘N
N ,fl
)
CH,OH
oxQ PZQ

Figura 3: Estruturas quimicas da oxamniquina — OXQ — (CIOLI, PICA-MATTOCCIA e ARCHER, 1995)
e do praziquantel — PZQ — (KEISER et al., 2006).

Diante desta situacdo, ha a necessidade de buscar novos farmacos para o
tratamento desta doenga, como também a combinagdo de quimioterapicos com o
intuito de reduzir o custo do tratamento, diminuir a dose (visando reduzir efeitos
colaterais), aumentar a eficacia clinica e evitar o surgimento de novas cepas
resistentes (CARVALHO et al., 2008).
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1.8 Perspectivas para o tratamento

Uma das estratégias promissoras para o alcance deste objetivo é a realizagéo
de testes com drogas relacionadas ao estresse oxidativo. Um dos pontos-chave para
o estudo dos danos causados por radicais livres é avaliar a interferéncia de drogas
na fase inicial da via de neutralizacdao das ROS, em que a SOD, a tiorredoxina
glutationa redutase e a glutationa - S — transferase estao envolvidas (SAYED et al.,
2008; MEI & LoVERDE, 1997)

Um exemplo disso € o uso dos derivados de oxadiazois, que inibem a
multifuncional tiorredoxina glutationa redutase, induzindo a um aumento de NO e de
ion superoxido, favorecendo ao desequilibrio do status redox do S. mansoni (SAYED
et al., 2008).

Deste modo, a busca racional de inibidores da SOD, principalmente da
isoforma Cu/Zn citossdlica, a mais estudada em S. mansoni, torna-se também viavel
para a quimioterapia da esquistossomose. Um forte candidato é o DDC (Figura 4),
por quelacdo do metal cobre que faz parte do sitio catalitico desta enzima
(HEIKKILA, CABBAT & COHEN, 1975).

O DDC ¢ a primeira substancia resultante da decomposicido do disulfiram no
figado, através do grupo de isoformas do citocromo P450. Quando este
medicamento € ingerido simultaneamente com o alcool, inibe a aldeido
desidrogenase, aumentando os niveis de acetaldeido e assim causando aversao a
bebidas alcodlicas (RANG et al., 2004; MADAN & FAIMAN, 1995).

A ART (Figura 4) é uma lactona sesquiterpénica sintetizada na planta
Artemisia annua, que € usada contra a malaria (OLSSON et al., 2009) e realiza a
inibicdo da formagdao da hemozoina por intermédio do seu grupo endoperdxido
ligante a grupos heme, aumentando nestas condi¢des, os niveis de radicais livres
em Plasmodium falciparum (PANDEY et al., 1999). Além disso, Ludwig e
colaboradores (2003) apresentaram evidéncias que a ART inibe Ca*™" - ATPase de
P. falciparum por ativacao do ferro e portanto, podendo atuar de maneira similiar por
estas duas vias no S. mansoni.

Outro alvo para uma nova abordagem quimioterapica é através da inibigdo da

enzima y-glutamilcisteina sintetase, fundamental para a via metabdlica de formagao
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da glutationa (GRIFFTH & MEISTER, 1979), que quando inibida pela BSO (Figura

4), pode aumentar os niveis de radicais livres no verme, levando-o a morte.

: H,N—C—H
CpH S e ‘

2 5\ I {('I:HEJE }'I"I
N"C"'S"CH3 i A
czns" 0—-% CH, (|3 H
NH CH,

|
DDC BSO CH,

Figura 4: Estruturas quimicas do DDC (ENEANYA et al., 1981), ART (KEISER et al., 2006) e da BSO
(GRIFFTH & MEISTER, 1979).

Vale ressaltar a importancia de proteinas que participam do status redox do
parasito como alvo quimioterapico, mas também para produg¢do de vacinas, como as
tetraspaninas que induziram a uma redugao de ovos fecais de 65 a 69% quando
utilizadas como antigenos, demonstrado por Tran e colaboradores (2006). Enzimas
como a SOD (citossélica) e a glutationa — S — transferase (28 KDa) sdo promissoras
como antigenos, pois proporcionam um aumento de 39% para imunizagao contra S.
mansoni em ratos além de 40 e 60% de redugdo da carga parasitaria,
respectivamente (LoOVERDE, CARVALHO-QUEIROZ & COOK, 2004; ANGELI et al.,
2001).

Através da intervencido destes quimioterapicos combinados, tem-se por um
lado, um aumento dos niveis de ROS, utilizando a ART e por outro, o bloqueio do
sistema antioxidante com o uso da BSO e do DDC, que poderiam ser utilizados
como uma nova estratégia terapéutica conjuntamente ou n&o a antigenos, contra a

esquistossomose.

13



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar os efeitos da ART, BSO e DDC no status redox, topografia e

sobrevivéncia in vitro do S. mansoni.
2.2 Especificos:

- Dosar as atividades das superéxido dismutases por quimioluminescéncia de
vermes adultos sobre o efeito dos farmacos isolados e combinados;

- Avaliar a citotoxicidade das drogas em estudo através da dosagem da producéao
de formazan em esplendcitos;

- Quantificar peroxidacao lipidica através da determinacao de espécies reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS);

- Detectar espécies reativas de oxigénio através da sonda carboxi -H,DCFDA,;

- Quantificar grupamentos tidis totais, pelo ensaio de 5,5'-ditio-bis (2 - acido
nitrobenzoico);

- Avaliar alteragbes nos vermes tratados através da microscopia eletrbnica de
varredura (MEV);

- Quantificar hemozoina do regurgitado tratados com as drogas;

- Avaliar a destruigao da B-hematina na presencga das drogas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Farmaco esquistossomicida

Praziquantel® foi gentilmente cedido pela Fundagdo Oswaldo Cruz do Rio de

Janeiro (Fiocruz — Manguinhos).
3.2 Drogas proé-oxidantes

Artemisinina foi obtida da Sigma-Aldrich; Dietilditiocarbamato de sodio e a

Butionina sulfoximina foram obtidas da Sigma-Aldrich.
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3.3 Reagentes usados para dosagem da atividade das superéxido dismutases

Lucigenina e a Hipoxantina (nitrato de bis-N-metilacridinio) foram obtidos da

Invitrogen e a xantina oxidase foi fornecida pela Sigma-Aldrich.

3.4 Animais

Camundongos Suigos (Mus musculus, fémeas de 6-8 semanas) foram criados

e mantidos no biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (Salvador, Ba).

3.5 Consideragoes éticas

Todos os procedimentos envolvendo manipulacido de animais experimentais
foram realizados, rigorosamente, segundo os principios preconizados pelo Comité
de Etica no Uso Animal (CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz-RJ de acordo com a Lei
Sergio Arouca 11.794 de 2008. Tendo o projeto sido aprovado pelo comité

supracitado com o numero de licenga 023/09.

3.6 Parasitos: infecgao e monitoramento in vitro

Todos os métodos de infeccdo e monitoramento in vitro, foram realizados
segundo Ramirez et al. (2007) com algumas modificagdes. Cercarias de S. mansoni,
da cepa Feira de Santana, foram inoculadas (200/200 yL) no quadrante abdominal,
proximo a pata esquerda traseira dos camundongos. Apos aproximadamente 45
dias, foram sacrificados os camundongos infectados, com retirada de sangue do
ventriculo esquerdo do coragado, para posterior alimentacdo dos vermes in vitro,
extraindo os vermes manualmente dos vasos mesentéricos, e imersos em meio
RPMI 1640 (10,4g/L) com: 2% de glutamina, 5,26% de soro fetal bovino, 0,2% de
bicarbonato de sdédio, 0,48% de HEPES e o dobro da concentragao utilizada de
antibidticos (10 unidades/mL-penicilina/0,01%estreptomicina e 0,05%-gentamicina).

Terminada a retirada, os vermes foram lavados com o mesmo meio,
realizando uma troca de meio gradativa para meio com a concentracido de
antibidticos  indicada pelo fabricante (5 unidades/mL-penicilina/0,005%
estreptomicina e 0,025%-gentamicina). Enquanto isso, o sangue retirado foi

centrifugado uma vez com citrato de sddio a 0,89% e mais trés com citrato de sédio
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a 12%, sendo estas centrifugagdes a 1500 rpm por 15 minutos, resultando em uma
solugdo contendo hemacias. Segundo Pica-Mattocia & Cioli (2004), foi utilizado
como controle positivo o praziquantel, com uma concentragao final de 5,15 yM (EDso
— Dose efetiva capaz de matar 50% dos parasitos - quando é utilizado para casais).

Durante o tratamento in vitro os vermes foram colocados em placas de 24
pocos contendo o meio RPMI 1640 com diferentes concentragées das drogas. O
teste foi realizado com no minimo trés casais de vermes adultos para cada situagéo.
Apds todo o procedimento, os vermes foram mantidos na estufa com 5% de CO; a
uma temperatura de 37°C.

Para avaliagdo dos efeitos das drogas, por no minimo 5 dias de
monitoramento, foram observados nos vermes, a diminuicdo da motilidade e
mudancas morfolégicas, tendo sido convencionada uma escala de 0 — 4 (4 =
normalmente ativo; 3 = pouca motilidade; 2 = minima motilidade, com movimentos
raros das partes posterior e anterior; 1 = apresentando motilidade apenas de fluidos
internos; 0 = total auséncia de motilidade), utilizando para representacédo dos
ensaios a escala de zero.

Outro critério para avaliacdo dos efeitos esquistossomicidas, foi o uso do
diamidinofenilindol (DAPI) a 1 pg/mL em PBS (0,01M, pH = 7,2), incubando as
amostras apos apresentar motilidade igual a 0, por no maximo 40 minutos. Em
seguida foram observadas em microscépio de fluorescéncia Olympus BX51 numa
faixa de comprimento de onda de 330 — 385 nm. Esse intercalante de DNA foi
utilizado para distinguir os vermes mortos que emitiram fluorescéncia azul, seguindo
o método descrito por VAN DER LINDEN & DEELDER (1984).

3.7 Extragao protéica

Todo o procedimento de extragao, precipitagao e dialise foi realizado segundo
Hong et al. (1992), com algumas modificagées. Os vermes foram incubados por trés
horas com e sem as drogas (EL-BASSIOUNI et al., 2007), retirados do meio RPMI
1640, pesados e imersos em solugao salina tamponada com fosfato (PBS - 0,01 M,
pH 7,2) na proporcao de 1 g/5 mL, eventualmente estocados em nitrogénio liquido.
Foi adicionado fluoreto de metilfenilsufonila (PMSF - inibidor de proteases) ao PBS
na concentragao final de 1 mM e as amostras foram ultrassonicadas em gelo, trés

vezes de 30 segundos com amplitude de 80% e intervalos de 5 segundos. Em
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seguida as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g a 4°C por 20 minutos e destas
retiradas o sobrenadante.

O sobrenadante foi precipitado com sulfato de aménio, adicionando 50, 65 e
90% deste reagente e centrifugando apds cada adicdo a 4.000 x g por 15 minutos
(4°C), sempre removendo o precipitado em cada passo. Para entao retirar o sulfato
de amobnio das amostras, estas foram dialisadas por 18 horas a 4°C com trés
mudancas de 1 L PBS 10 mM (pH 7,4), em membrana de dialise com poros de
tamanho correspondente a 12,4 kDa.

As proteinas totais do sobrenadante foram quantificadas por intermédio do
acido bicinconinico (BCA), segundo Hill & Straka (1987).

3.8 Quimioluminescéncia

A atividade da SOD foi analisada pelo método da quimioluminescéncia, como
descrito por Corbisier, Houbion e Remacle (1987), com algumas modificagbes. Os
vermes foram incubados com as drogas isoladas e combinadas (40 casais para
cada condigdo) por 3 horas. Apos a incubacgao, foi realizada a extragdo protéica
conforme o topico 3.7. As amostras (300 uL), obtidas da extragdo protéica, foram
colocadas em uma placa de Petri na qual foram adicionadas: xantina oxidase
(0,0084 unidades), hipoxantina (100 yM), lucigenina (20 yuM) e PBS a 10 mM e com
pH 7,4, sendo todas estas, concentragdes finais. A xantina oxidase reagiu com a
hipoxantina produzindo acido urico, peroxido de hidrogénio e o ion superoxido,
sendo que este ultimo reagiu com a superoxido dismutases das amostras e a
lucigenina. O ion superdxido ndo dismutado reage com a lucigenina, resultando em
um produto fluorescente, a N-metilacridona. Portanto, a atividade das superéxido
dismutases foi quantificada pela inibicao da producéo de N-metilacridona, ou seja,

pelo decaimento de fétons por micrograma de proteinas.

3.9 Microscopia eletronica de varredura - MEV

O processamento dos vermes para MEV foi realizado de acordo com Liang et
al. (2002), com algumas alteragdes. Primeiramente os helmintos foram fixados em
solugcdo de 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido em 0,1M de tampéo
cacodilato de sodio, pH 7,2. A seguir, foi realizada a desidratacdo em série

crescente com acetona (15-100%), utilizando, em seguida, o método de secagem
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pelo ponto critico em um aparelho Balzers. Apds a desidratacdo e retirada da
acetona, as amostras foram metalizadas com uma camada de 20nm de ouro e

observadas em um microscoépio eletrénico de varredura Jeol.

3.10 Avaliagao da citotoxicidade em macroéfagos através da técnica do MTT

Para determinar se uma droga é citotdxica foi necessario utilizar o método de
Mosmann (1983), com algumas alteracdes. Esplendcitos (1 x 107) foram incubados
por 24 e/ou 48 horas em diferentes concentragdes das drogas em meio RPMI 1640
com 10% de soro fetal bovino, 0,08% de gentamicina, 10 unidades/mL de penicilina
e 0,01% de estreptomicina. Em seguida foi adicionada a solugdo de MTT, brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium 10% em PBS, pH=7,4, na propor¢ao
de 1/10 e as amostras foram incubadas ao abrigo da luz. Em seguida, foram
centrifugadas por 10 minutos a 3.000 rpm e por fim, adicionado dimetilsulféxido
(DMSO) em uma proporcao de 1:1. A producao de formazan pela redugdo do MTT
foi determinada pela absorbancia do sobrenadante, em espectrofotometro VersaMax
a 540 ou 570 nm.

3.11 Detecgao de espécies reativas

Vermes adultos de ambos os sexos, incubados com diferentes concentracoes
das substancias por 2 ou 5 dias e ndo tratados, foram imersos em RPMI 1640
contendo diacetato de 5-6-carboxi-2',7'-diclorodihidrofluoresceina (carboxi-H,DFCDA
- Invitrogen) a 1 pyg/mL a 37°C por aproximadamente 30 minutos. Apds a marcagao,
as amostras foram observadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51
numa faixa de comprimento de onda de 460-495 nm. Todo este procedimento foi
realizado de acordo Corréa Soares e colaboradores (2009), com algumas

alteracgoes.
3.12 Deteccao de tidis totais

Todo este procedimento foi realizado segundo Corréa Soares et al. (2009) e
Sedlack & Lindsay (1968), com algumas modificagbes. Primeiramente os vermes
machos tratados ou ndo por 3 horas com varias concentragbes das drogas (EL-
BASSIOUNI et al., 2007), 48 para cada condi¢ao, foram imersos em PBS com PMSF
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(1 mM), tendo 5 g de verme para cada 1mL deste tampao com inibidor, macerados
10 vezes e ultrassonicados em seguida em gelo, quatro vezes de 30 segundos com
amplitude de 80% e intervalos de 5 segundos, resultando no chamado
‘homogenato”. Em seguida os homogenatos foram centrifugados por 2 minutos a
4000 rpm, retirando-se o sobrenadante. Aliquotas de 50 uL do sobrenadante foram
adicionadas em 150 L de tampao TRIS a 200 mM, pH 8,2, 10 pyL de 5,5-ditiobis 2-
nitrobenzoato (DTNB — 10 mM) e 100 uL de metanol a 100%. O branco, sem o
homogenato e com o DTNB foi preparado da mesma maneira que das amostras.

O branco e todas as amostras foram incubados a 25°C por 15 minutos. Apés
este passo, as amostras foram centrifugadas a 3.000 x g e o sobrenadante foi usado
para quantificar tidis totais, pela absorbancia lida a 412 nm em espectrofotdmetro
VersaMax.

3.13 Detecgao de espécies reativas ao acido tiobarbiturico

Este método foi realizado segundo Corréa Soares et al. (2009), com algumas
alteragdes. Amostras correspondendo a 150 uL do sobrenadante do homogenato de
vermes macho e 150 uyL de solugdes com concentracbes crescentes de
malonaldeido foram adicionadas a 200 yL de 1% de acido tiobarbiturico (TBA) em
50% de acido acético. As amostras foram incubadas a 100°C por 15 minutos e em
seguida colocadas em gelo, adicionando 500 pL de n-butanol. Apds a incubagéo,
foram centrifugadas a 13.400 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente e o
sobrenadante foi utilizado para medir a quantidade de TBARS com base na

absorbancia lida a 532 nm em espectrofotdmetro VersaMax.

3.14 Inibigao da formagao de hemozoina in vitro

O método para quantificagao dos cristais da hemozoina, foi realizado segundo
Ncokazi e Egan (2005), Egan, Mavuso e Ncokazi (2001) e Corréa Soares et al.
(2009).

Aproximadamente 150 vermes adultos fémeas foram separados e imersos em
1 mL de agua deionizada a temperatura ambiente por 80 minutos, agitando
gentilmente a cada 5 minutos. Em seguida o precipitado foi descartado e o

sobrenadante, denominado de regurgitado, foi coletado e armazenado em nitrogénio
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liquido. A quantificacao de proteinas do regurgitado foi realizado segundo o método
de Lowry et al. (1951), utilizando como padrao a albumina bovina.

Aliquotas do regurgitado, contendo 30 ug de proteinas totais, foram incubadas
a 37°C por 18 horas com tampéao acetato de sddio 0,5 M (pH 4,8), hemina a 100 uM
em NaOH a 0,1M e varias concentragbes das drogas, para um volume final de 170
ML.

Apos o periodo de incubagéo, foram adicionados 80 pL de solugao de piridina
a 30% em HEPES a 20 mM, pH 7,5 e as amostras foram mantidas por 15 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida 38 uL do sobrenadante foram transferidos para
outra placa de 96 pog¢os com 250 uL da mesma solugcdo de piridina supracitada. Por
fim, esta ultima placa foi usada para quantificar grupos heme livres, lendo a
absorbéncias das amostras em espectrofotbmetro VersaMax a 405 nm. A
quantidade de hemozoina foi determinada, subtraindo a quantidade de heme
adicionada as amostras dos valores encontrados do grupo experimental.

Foi utilizada a hemina como padrao para quantificacdo de hemes livres.

3.15 Avaliacao da desintegragao da B-hematina

A técnica de quantificagdo de B-hematina foi realizada segundo Ncokazi e
Egan (2005), com algumas modificagdes. A B-hematina, 68 pL, cedida gentiimente
pelo grupo do laboratério de bioquimica redox da UFRJ, foi incubada em tampéao
acetato a 0,5 M, pH 4,8, com varias concentragdes das drogas, resultando num
volume final de 170 uL. Em seguida, as amostras e o branco, com apenas tampao
acetato, foram incubados a 37°C por 18 horas.

Apds o periodo de incubagdo, todas as condi¢des foram diluidas da mesma
maneira que o método do tépico anterior e, em seguida foi realizada a leitura da
absorbéancia de hemes livres com o uso do espectrofotobmetro VersaMax a 405 nm.
A quantidade de B-hematina foi determinada, através da absorbancia de grupos
heme livres. Foi usada como padrdo, a hemina para medir a quantidade de grupos

heme livres.

3.16 Analise estatistica

O teste estatistico utilizado foi o de Tukey-Kramer de multipla comparacgao,

para verificar se as diferengas entre as médias eram significativas considerando o
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desvio padrao, ou se p<0,05, empregando o programa GraphPad®© Prism 4.0 e 5.0.
Para a determinagdo da EDsy das drogas em estudo, foi utilizada a andlise de
sobrevivéncia Probit, com o método de Finney (distribuicdo-lognormal), disponivel no
programa BioStat© 2008.

A construcao do grafico “representacao das FIC comparadas as EDsy das
drogas isoladas”, foi realizado segundo Tamez et al. (2005).

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e o numero de

repeticdoes esta representado como “n” nos resultados.

4. RESULTADOS

4.1 — Analise in vitro das drogas sobre S. mansoni

Esta etapa do trabalho foi realizada com o intuito de determinar as EDs das
substancias isoladas, para assim, construir os experimentos em combinagao.

Foi observado que a BSO ndo apresentou atividade esquistossomicida
satisfatéria com relagdo as concentragdes avaliadas, ndo sendo utilizada para os
demais experimentos (Figura 5), exceto em associacao com a ART (Figura 6). A
EDsg calculada para a BSO nos experimentos realizados foi de 1,8 £ 0,5 mM e na
concentracdo de 2 mM foi observada uma atividade esquistossomocida de 50%,

17% sobre as fémeas e 33% sobre os machos.

n=2
100 ' o
_g ' . == Controle
S 8o bemfom v PZQ5,15 UM
2 ‘ == 0,13 mM BSO
g 601 | . == 0,25 mM BSO
o ' ' == 0,5mMBSO
40-
2 ' »+ 1 mMBSO
T 0] == 2 mMBSO
€ ;
8 c : ) ) ) ) ) ) ) 1
K 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias

Figura 5: Curva de sobrevivéncia dos vermes adultos tratados com diferentes concentragbes da BSO.
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De acordo com o grafico abaixo (Figura 6), foi observado que o DDC possui

uma atividade sobre os vermes em todas as concentragdes testadas da droga,

apresentando uma EDsg de 69 £ 24 uM, apresentando uma mortalidade de 100%

dos machos para a concentracido de 160 uM e para as fémeas 67%.

100

Sobrevivéncia (%)
8888383388

10

DDC
'..._.J.__._.__.l_l
| FF——

—-_-'i
I
3 4 5 &
Dias

—— Controle
== 10uM
60umM
== 110pM
=t= 160uM
=== 210puM

Figura 6: Tratamento de vermes adultos com diferentes concentragdes do DDC para determinagao do

EDso.

Segundo a curva de sobrevivéncia abaixo (Figura 7), é possivel verificar um

efeito helminticida consideravel a partir da concentragao de 0,707 mM da ART. Com

0s ensaios realizados, foi obtida uma EDsy de 582 + 124 uM para a ART e para a

condi¢ao de 707 uM apresentou um efeito sobre os vermes adultos entre 50 e 84%,

nao sobrevivendo entre 17 e 50% dos machos e 34% das fémeas.

120+

100

Percentual de sobrevivéncla
3

= ==

Dias

4 5 6

= b

o

ol

e

o

n=4
Controle
5,15uM PZQ
DMSO 1%
1,4 mM ART
0,707 mM ART
0,355 mM ART
0,178 mM ART
0,089 mM ART
0,045 mM ART

Figura 7: Percentagem de mortalidade dos vermes adultos em diferentes concentragées da ART.
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Nos experimentos realizados com a combinagédo ART - BSO (Figura 8), é
possivel sugerir que o efeito esquistossomicida € observado quando ha aumento da
concentracdo da ART e para a condicido de 126 uM ART + 250 uM BSO, nao

sobreviveram 64%, com morte de 38% para as fémeas e 26% para os machos.

5 1201
c == (Controle -1
f§ 100 : | -« DMSO 1% n=
o | - l-_. '+ PZQ 5,15 uM
o v i - =« 126 uM ART + 250 uM BSO
P 60+ ' ': == 95 uM ART + 625 uM BSO
§ 40 ‘ == 63 uM ART + 1250 uM BSO
= : =« 32 uM ART + 1875 uM BSO
g 200 | '+ 13 UM ART + 2500 M BSO
e [ ]
g c : ) ) I I I I 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias

Figura 8: Screening do efeito esquistossomicida da combinagdo ART — BSO.

Com o screening realizado, foi verificado que a condi¢gdo de 126 yM ART +
6,9 uM DDC apresentou maior mortalidade dos vermes. Portanto, esta combinagao
apresentou uma atividade esquistossomicida significativa, quando comparada a
combinagdo da ART — BSO e as drogas isoladas, assim, o trabalho foi direcionado
para esta associagao (Figura 9). Para a condigdo de 126 uM ART + 7 uM DDC foi
verificado que nao sobreviveram 84% dos vermes, destes, 50% sobre os machos e

34% sobre as fémeas.
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Figura 9: Curva de sobrevivéncia dos vermes adultos tratados com diferentes concentragdes da
combinagdao ART-DDC.

A partir do screening representado no grafico anterior, foram determinadas
quatro FIC (fragdo da concentragéo inibitéria) da condicdo de maior efeito sobre o S.
mansoni, conforme a curva de sobrevivéncia abaixo (Figura 10). Neste experimento,
a EDspda ART foi de 89 uM e para o DDC foi de 5 uM e na condi¢cao de 126 uM ART
+ 7 uyM DDC foi verificada uma mortalidade de 64%, sendo 32% tanto para os

vermes machos quanto para as fémeas.

S 120~
c == Controle
«@ N N N N N N .
; 100 !_ : . =« DMSO1,3% n=2
5800 70 == '+ PZQ515 M
] | e ——— L. == 32 pM ART + 2 uM DDC
= 404 ' =1 == 126 uM ART + 7 uM DDC
S 40 '
2 0 I =« 252 uM ART + 14 uM DDC
S ) I *+ 504 uM ART + 28 uM DDC
na_, 0 T T T g T T t T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias

Figura 10: Curva de sobrevivéncia de vermes adultos com base na condi¢do 126 uM + 6,9 uM DDC.
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4.2 — Representagao das FIC comparadas as EDsg

Segundo o grafico abaixo (Figura 11), € possivel sugerir que € altamente
sinergistica a combinagdo nas concentragdes avaliadas da curva de sobrevivéncia

anterior.

1,20 1

1.00

080

v

¢ FIC’s- ART 211 DDC

:5) 060 B Valoresreferéncia
=

—— Linha de aditividade

0,40

020

0,00

1
v

000 020 D40 0BO 08B0 100 120
ART

Figura 11: Representacéo das FIC44, FICs, FICg4, € FIC,oo da combinagéo, comparadas a divisao das
EDs EDso, EDg4 € ED1op das drogas isoladas sobre as mesmas (1 - valores referéncia).

4.3 — Analise da citotoxicidade

A ART com 24 e 48 horas, ndo apresentou toxicidade nas concentracdes

avaliadas em esplendcitos (Figura 12).

A 0.6-
n=2 EZ Controle
. EE DMSO 1%
E ol B o E3 0,04 mM ART
g L @D 0,4 mM ART
I e R . 1,2 mM ART
< 2 EE 3,5 MM ART
0.0- el ==

*p > 0,05 (pbs-teste de Tukey)
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. E3 DMSO 1%
E 04- B 3,5mM ART
g = D 1,2mM ART
2 oal 0,4mM ART
< e EE@ 0,04mM ART
0.0+

*p > 0,05 (pos-teste de Tukey)

Figura 12: Avaliagdo da citotoxicidade de diferentes concentragdes da ART em 24 (A) e 48 (B) horas,

respectivamente.

A BSO apresentou toxicidade a partir da concentragao de 1,25 mM com 24 h
em esplendcitos. A 1Csp (concentracao inibitoria de 50%) da BSO calculada foi de 2,8
+ 0,27 mM (Figura 13).

057 n=3
E= Controle
04 [ nlz —— E1004mM
E o NE [ 0,08 mM BSO
sos EE|IL § 016 MBSO
2 02] FH % § 0,31 mM BSO
< ol ] % § B8 0,63 mM BSO
0.0- E.Eg il é § EEEE ;:§5mTAMBi%O
5 mM BSO

*p < 0,05 (pds-teste de Tukey)

Figura 13: Avaliagéo da citotoxicidade de diferentes concentragées da BSO em 24 horas.

A combinacao de ART — DDC na condi¢ao de maior efeito esquistossomicida

no screening, nao foi téxica para esplendécitos em 24 e 48 horas (Figura 14).
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*p > 0,05 (pos-teste de Tukey)
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EZ& Controle n=2
EEE DMSO 1%
BE 126 yM ART + 7 uM DDC

Controle "% 2

El DMSO 1%
EE 126 uM ART + 7 uM DDC

Figura 14: Avaliagédo da toxicidade da combinagdo ART — DDC em esplendcitos com 24 (A) e 48 (B)

horas, respectivamente.

Para a combinagao de ART — DDC, com a concentragado de 379 uM ART + 21

MM DDC, foi observado que esta apresentava uma diferenga de 38% comparada

com o DMSO a 1% em 24 horas e em 48 horas, apresentou uma diferenca de 42%

(Figura 15).
A
0.5-
[ *
0.4-
0.3- el
02
0.14 = mmumw]
. L

*p <0,05 (pos-teste de Tukey)

Controle =2
E3 DMSO 1%
BE) 379 yM ART + 21 uM DDC
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Figura 15: Avaliagédo da toxicidade da combinagdo ART — DDC em esplendcitos com 24 (A) e 48 (B)
horas, respectivamente.

4.4 — Avaliagao da atividade das superéxido dismutases

Através da técnica de quimioluminescéncia foi possivel verificar que o DDC
isolado, inibiu totalmente a atividade e/ou expressdo das superdxido dismutases,
quando comparado ao controle. Ja ART né&o interferiu na atividade e/ou expressao
das superdxido dismutases. Porém quando combinadas, estas modularam

positivamente a atividade e/ou expressao das metaloenzimas (Figura 16).

*p < 0,05 (pos-teste de Tukey)
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**p > 0,05 (pos-teste de Tukey)
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*p < 0,05 (pos-teste de Tukey)

Figura 16: Atividade das superéxido dismutases de vermes adultos tratados com ART e DDC isoladas
(A) e combinadas (B), respectivamente.

4.5 — Dosagem de hemozoina

Nos experimentos para quantificacdo de hemozoina foi verificado que a ART
apresentou uma inibicdo na cristalizagdo de grupos heme nas concentragdes de 45 -
707 uM, quando comparado ao grupo controle e, quando esta € comparada ao
DMSO 1%, é perceptivel que ha um aumento na producao de hemozoina (Figura
17).

Para o DDC, foi observado que houve uma inibigdo na formagédo de
hemozoina, ocorrendo também na combinacdo, porém, com inibicao de 100%
(Figura 17).
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Figura 17: Quantificacdo da hemozoina do regurgitado de fémeas tratado com as drogas isoladas (A
e B) e combinadas (C), respectivamente.
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4.6 — Quantificagao de B-hematina

Nos ensaios realizados com a ART e a combinagdo ART — DDC, nao foi
observada desintegracdo da [B-hematina. Porém para o DDC foi observada a

destruicao de B-hematina (Figura 18).

n=2
A 2001 Controle
150 * E3 DMSO 1,3%
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- B 10uMDDC
©
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E@ 210 WM DDC
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*p <0,05 (pds-teste de Tukey)

Figura 18: Quantificagdo de 3-hematina, tratada com ART, DDC (A e B) e a combinagédo ART — DDC
(C), respectivamente.
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4.7 - Dosagem de peroxidacgao lipidica

Observa-se que a combinagdo dos farmacos tem efeito pro-oxidante
significativamente superior as drogas isoladas, mesmo empregando concentragdes

inferiores (Figura 19).

n=1

800-
8 DMSO 1%
2 600- B 836 uM ART
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g ——
=} flaa ",
2 200 e
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*p < 0,05 (pds-teste de Tukey)

Figura 19: Quantificacgdo de TBARS em vermes machos tratados com as drogas isoladas e
combinadas.

4.8 — Quantificagao de tidis totais

Nos tratamentos de vermes machos com o DDC, a ART e estas combinadas,
foram verificadas que as drogas isoladas reduzem a quantidade de tidis reativos ao

DTNB, mais que quando combinadas (Figura 20).
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Ea DMSO 0,8%
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*p <0,05 (pés-teste de Tukey)

Figura 20: Dosagem de tidis totais em vermes machos tratados com a ART, o DDC e a combinagéo
ART - DDC.
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4.9 — Permeabilizagao celular e tegumentar

O DAPI é um tipo de sonda reativa a acidos nucléicos, apresentando uma
marcagao nas amostras quando ha permeabilizacdo na membrana. Em todos os
ensaios, foi confirmada a morte dos vermes adultos tratados com as drogas isoladas
e combinadas, conforme os resultados da analise in vitro.

Observa-se que os vermes adultos do grupo controle e do DMSO
apresentaram pouca intensidade da marcacao. Para as condi¢cbes tratadas, foi
observada uma marcacédo pelo DAPI mais forte nos machos que nas fémeas,

principalmente na condigdo da associagao ART — DDC (Figuras 21 - 27).

Figura 21: Vermes adultos tratados com DAPI ap6s ensaios in vitro, controle negativo. M — Macho e F
— Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.

Figura 22: Vermes adultos tratados com DAPI apds ensaios in vitro com DMSO 1%. M — Macho e F —
Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.
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Figura 23: Vermes adultos tratados com DAPI apés ensaios in vitro com PZQ 5,15 yM. M — Macho e

F — Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.

Figura 24: Vermes adultos tratados com DAPI ap6s ensaios in vitro com BSO 2 mM. M — Macho e F —

Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.

M1

Fl

400 pm

400 pm

Figura 24: Vermes adultos tratados com DAPI apés ensaios in vitro com ART 0,7 mM. M — Macho e F

— Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.
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Figura 25: Vermes adultos tratados com DAPI apds ensaios in vitro com ART 0,11 mM. M — Macho e
F — Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.

Figura 26: Vermes adultos tratados com DAPI apds ensaios in vitro com ART 126 uM + BSO 250 uM.
M — Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.
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Figura 27: Vermes adultos tratados com DAPI apds ensaios in vitro com ART 126 uM + DDC 7 yM. M
— Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro com fluorescéncia e 2 — Fluorescéncia.

4.10 — Deteccao de espécies reativas

A carboxi-H,DFCDA é utilizada para revelar espécies reativas, que reage com
estas através de uma reacado de oxidacao (SILVEIRA, 2004). De acordo com as
imagens abaixo, foi possivel perceber que as drogas isoladas e combinadas, mesmo
com baixas concentragdes, foram observadas uma alta reatividade a sonda nos

vermes adultos (Figuras 28 - 32).

400 pm

M1&F1

Figura 28: Vermes adultos tratados com caboxi-H,DFCDA ap6s ensaios in vitro, controle negativo. M
— Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro e 2 — Campo escuro.
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Figura 29: Vermes adultos tratados com caboxi-H,DFCDA apds ensaios in vitro com DMSO 1%. M —
Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro e 2 — Campo escuro.

Figura 30: Vermes adultos tratados com caboxi-H,DFCDA ap6s ensaios in vitro com ART 126 yM. M
— Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro e 2 — Campo escuro.
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Figura 31: Vermes adultos tratados com caboxi-H,DFCDA apds ensaios in vitro com DDC 69 uM. M —
Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro e 2 — Campo escuro.

400pm EYEENS]

Figura 32: Vermes adultos tratados com caboxi-H,DFCDA apés ensaios in vitro com ART 126 uM +
DDC 7 yM. M — Macho e F — Fémea; 1 — Campo claro e 2 — Campo escuro.

4.11 — Microscopia eletrénica de varredura

A MEV foi utilizada para observagéo de alteragdes na topografia geral do
parasito quando tratado com as drogas isoladas e associadas. Foram confirmados
danos nos vermes adultos, como descamagdo do tegumento em fémeas e
vesiculagdo nos machos. Estas alteracdes foram visiveis, quando os vermes foram
tratados com as drogas associadas, comparando com as mesmas concentracdes
destas isoladas (Figura 23, 24, 25, 26 e 27).
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Figura 33: Micrografias eletrénicas de varredura de fémeas (A e B) e machos (C, D e E) do grupo
controle.
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Figura 34: Micrografias eletrénicas de varredura de fémeas (A e B) e machos (C, D e E) do grupo
DMSO 1%.
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Figura 35: Micrografias eletronicas de varredura de fémeas (A e B) tratadas com ART 126 uM e 1,4
mM, respectivamente. Imagens de machos (C) tratados com ART 126 uM e nas figuras (D e E),
tratados com ART 1,4 mM.
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Figura 36: Micrografias de varredura de fémeas (A e B) tratadas com DDC 6,9 pM e 220 uM,
respectivamente. Imagens de machos (C) tratados com DDC 6,9 uM e nas figuras (D e E), tratados
com DDC 220 pM.

42



20pm - 0000 Fiocruz-"'9 10kV  X2,700 5pm

w10kV  X2,700 5pm 0000 Fiocruz

10kV ~ X3,700 .~ 5um 0000 Fiocruz

Figura 37: Micrografias de varredura de fémeas (A e B) tratadas com ART 126 uM + DDC 6,9 pM.
Imagens de machos (C, D e E) tratados com ART 126 pM + DDC 6,9 uM. Na figura C, detalhe de
danos no tegumento do acetabulo (*) e dilatagdes proximas a ventosa oral (**); na figura D detalhe de
rupturas do tegumento (***) no canal ginecéforo e em E, detalhe de uma dilatagdo do tegumento
também do canal ginecéforo.
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5. DISCUSSAO

A terapéutica eficaz para a esquistossomose mansénica vem se tornando um
grande desafio para a comunidade cientifica. As op¢des de tratamento sao limitadas
e de alto custo. Diante deste contexto este projeto surgiu com o intuito de realizar
experimentos com novas drogas, testando-as isoladas e combinadas.

A estratégia quimioterapica utilizada neste trabalho abrange o uso da
artemisinina, do dietilditiocarbamato de sodio e da butionina sulfiximina. Com
resultados obtidos dos ensaios in vitro destas drogas, foi possivel ja perceber que a
BSO apresentava uma EDs5p elevada e citotdxica. Isto pode ter ocorrido devido a
inibicdo da y-glutamilcisteina sintetase néo ter sido significativa, como né&o foi
observado na literatura (GRIFFTH & MEISTER, 1979), ou seja, havia ainda grandes
quantidades de glutationa que poderiam ainda exercer um papel antioxidante contra
um possivel estresse oxidativo, visto que Mei & LoVerde (1997) demonstraram uma
alta expressao da glutationa S-transferase em vermes adultos. Assim foi direcionado
o trabalho para a combinagdo com a ART, objetivando aumentar o efeito da BSO
sobre os vermes com concentragdes mais baixas.

Os resultados da combinacao foram satisfatérios sé quando houve aumento
nas concentragbes da ART, desta forma, esta associagao nao foi utilizada para os
experimentos subsequentes.

Nao foi utilizada a combinagcdo DDC + BSO, pois estas poderiam estar
atuando de maneira aditiva sobre o verme, ou seja, segundo Griffth & Meister (1979)
e Lushchak et al. (2005) ambas interferem no sistema enzimatico antioxidante.

Os resultados apresentados pela curva de sobrevivéncia dos vermes tratados
com o DDC evidenciam que esta substancia tem um efeito consideravel, pois a EDsg
foi de 69 uM nos vermes e em macréfagos, segundo Anjos (2008) a ICs foi de 217
MM.

A ART apresentou uma EDsy de 582 uM, observando que nos testes de
toxicidade em esplendcitos foi verificado que esta droga nao apresentava diferenca
significativa quando comparada ao grupo DMSO 1%. As curvas de sobrevivéncia
com a ART foram realizadas tomando como base a concentracdo de

aproximadamente 354 uM, pois esta foi a EDsy em Echinostoma caproni (KEISER et
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al., 2006), visto que nao foram encontrados trabalhos com a ART em nenhuma
espécie do género Schistosoma.

Dentre as condigdes da associagdo no screening, foi utilizada a de ART 126
MM + DDC 7 uM para maioria dos experimentos, pois em dois ensaios realizados foi
confirmada que esta promovia uma letalidade de aproximadamente 72% nos vermes
e nao apresentou citotoxicidade. Com este resultado, foram realizados dois
experimentos com base nesta condi¢do, para calcular as FIC e assim, verificar se
esta combinagao apresentava um perfil sinergistico, o que foi confirmado.

A condicdo da combinagao utilizada para o calculo das FIC nao apresentou
citotoxicidade, quando comparada ao grupo DMSO 1%, s6é apresentando toxicidade
de 42% em esplendcitos, quando foi utilizada uma concentragao trés vezes maior.
Portanto, a concentragédo da associagdo ART 252 uM + DDC 14 uM néo foi utilizada
para os outros experimentos por estar proxima a condicdo com uma citotoxicidade
equivalente a 42%.

Para os experimentos da analise da atividade das superdxido dismutases dos
vermes tratados com o DDC e a ART isoladas e combinadas, em concentragcbes
elevadas, foi possivel verificar que o DDC inibiu a atividade destas enzimas e a
combinagdo ART — DDC induziu a um aumento da atividade. Segundo Heikkila,
Cabat e Cohen (1976) e Lushchak et al. (2005), a inibicao pode ter ocorrido devido a
acdo quelante do DDC sobre o metal Cu®* para as isoformas citossdlica e
subtegumentar e sobre o Mn?* da isoforma mitocondrial, além também de poder
quelar fatores de transcricdo como NFk-B, assim podendo inibir a expressao deste
grupo de enzimas. Ja para a ART nao foi observada inibicdo da atividade das
superoxido dismutases.

O aumento da atividade destas metaloenzimas, apds o tratamento com a
associagao ART — DDC pode ter ocorrido devido a produgao de radicais livres com a
inibicdo da formagao da hemozoina, através da quelagao do DDC sobre o Fe* dos
grupos hemes, visto que ja foi demonstrado por Barney et al. (2004) a inibicdo da
quercetina 2,3 dioxigenase contendo ferro pelo DDC. Ja a ART pode promover esta
inibicdo se ligando ao anel porfirinico, por intermédio do seu grupo endoperdxido e
impedindo assim, que o grupo propionato se ligue ao Fe¥* (Figura 28), primeiro
passo necessario para formagdo da hemozoina (LOUP et al., 2007; SELMECZI et
al., 2004).
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A inibicdo da formagao de hemozoina foi mais visivel com a combinagéo das
drogas que estas isoladas, promovendo o aumento de radicais livres, inclusive ions

superoxidos, assim aumentando a atividade das superéxido dismutases.

Figura 28: Ligagédo da artemisinina com o anel porfirinico (SELMECZI et al., 2004).

Para os ensaios realizados com a B-hematina, so foi perceptivel a destruicao
deste composto com o uso do DDC, apds o tratamento com todas as drogas
isoladas e associadas. Este resultado pode ser justificado pela agdo quelante do
DDC sobre o Fe*, podendo este metal interagir com o ion superoxido e agua,
produzindo radicais hidroxil (Figura 29) (BARNEY et al., 2004; RYTER & TYRREL,

2000) e assim, desintegrando a B-hematina.

Fe
H,O, + O, >0, + OH + OH™
Vv M
M v
"OH
M
P P

Figura 29: Reagao de formagéo do radical hidroxil e este ligado ao grupo heme (Ryter & Tyrrel, 1999).
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A quantificagdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico resultou em um
aumento destas, em todas as condigbes de tratamento dos vermes com as drogas
isoladas e combinadas, apesar de ser um experimento piloto. Porém este resultado
corrobora com os outros, pois foram observados que com a associacdo ha uma
maior letalidade dos vermes, inibicado da formagcdo de hemozoina, maior producgao
de ROS e aumento da atividade das superoxido dismutases, assim
consequentemente, maior peroxidacao lipidica.

De acordo Corréa Soares et al. (2007) goticulas lipidicas extracelulares
promovem a formacao de hemozoina em condi¢gbes acidas, porém com o aumento
da peroxidacgao lipidica, como visto nos resultados, ha a possibilidade de diminuigao
da cristalizagao deste polimero.

Foram observadas reducdoes de tidis reativos ao DTNB em todas as
condicbes de tratamento. A diminuigcdo pode ter ocorrido devido a formacao de
pontes dissulfeto destes grupos com os do DDC (ENEANYA et al., 1981) ou
possivelmente pela oxidagado dos grupos tidis, promovida pela artemisinina (SMITH
et al., 2001).

Os experimentos realizados com as sondas (DAPI e caboxi-H,DFCDA)
confirmaram a producao de radicais livres e permeabilizacao de membranas com o
tratamento das drogas isoladas e associadas. Com estes radicais livres
possivelmente ha peroxidacdes lipidicas mediada pela inibicdo da cristalizacdo de
hemozoina, como ja demonstrado por Schmitt et al. (1993) e Berman & Adams
(2003) e assim permeabilizando membranas (TANKE et al.,, 1982 apud VAN DER
LINDEN & DEELDER, 1984). Além destes mecanismos, Aft & Mueller (1983)
relataram a degradac&o de DNA por intermédio da destruicdo do grupo heme, assim
pode ter ocorrido oxidagdo de acidos nucléicos, resultando numa maior
fluorescéncia vista nas amostras tratadas, principalmente na associagdo ART-DDC,
resultado confirmado com o uso do DAPI.

Nas imagens de MEV dos vermes tratados com a associagdo ART — DDC foi
observada uma maior freqiéncia de danos no tegumento em diferentes regides,
como nas ventosas e no canal ginecoforo, além da ocorréncia de blebs nestas
regides. Segundo Schmitt et al. (1993) e Berman & Adams (2003), a inibicdo da
cristalizagdo de hemozoina promove peroxidacoes lipidicas, portanto, este
fendbmeno pode estar ocorrendo no sentido intestino-tegumento e culminando em

danos observados nos tubérculos dos machos e descamagédo do tegumento nas
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fémeas. Além disto, podem ocorrer oxidagdes de proteinas, como demonstrado por
Aft & Mueller (1984) e assim, pode estar ocorrendo as rupturas dos tubérculos
iniciada com a destruicdo dos espinhos que, segundo Cohen et al. (1982) tem
constituicdo basicamente protéica.

Segundo Asawamahasakda e colaboradores (1994), o grupo endoperoéxido &
capaz de alquilar proteinas, portanto, este pode ser outro mecanismo que promova a
destruicao dos tubérculos, como visto nas micrografias eletrénicas de varredura dos
vermes tratados com a associacdo ART-DDC e com estas isoladas em

concentragdes elevadas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados indicam que as drogas isoladas atuam em vias distintas no
parasito e a associagdo ART — DDC apresenta realmente um perfil sinergistico. Além
disto, a associacdo nao apresentou citotoxicidade de pelo menos 50% em
esplendcitos com uma concentragdo trés vezes maior que a condigcdo de melhor
atividade no screening. Para o teste com a BSO e BSO - ART, n&do foram
observadas atividades esquistossomicidas significativas.

O DDC inibiu totalmente as superdxido dismutases enquanto que a
associacdo com a ART promoveu um aumento da atividade deste grupo de enzimas.

Os vermes tratados com a ART e DDC em altas concentra¢des apresentaram
danos no tegumento, porém quando combinadas, mostraram danos com maior
diversidade e freqléncia, podendo estar associados ao aumento da peroxidagao
lipidica.

Todos os resultados corroboram com a hipotese de que 0 mecanismo chave
para o efeito da combinacdo ART — DDC esta intimamente ligado a inibicdo da
cristalizagao da hemozoina.

Diante deste contexto, tornam-se viaveis estudos destas drogas isoladas e
combinadas in vivo, podendo ser uma nova opg¢ao quimioterapica contra a

esquistossomose mansénica.
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