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AVALIACAO DO EFEITO ANTI-HELMINTICO DO FARMACO
CINARIZINA EM SCHISTOSOMA MANSONI.

RESUMO:

A esquistossomose é uma das Doencas Negligenciadas, que afeta mais de 200 milhdes
de pessoas em vaérias partes do mundo. Esta infeccdo € resultado de diferentes espécies de
Schistosomas, como o Schistosoma mansoni, que é encontrado no hospedeiro proximo a veia
porta no figado ou também na regido mesentérica. S8o nessas regifes que o parasita deposita
uma quantidade significativa de ovos, para entdo eclodirem e assim liberar os miracidios. A
partir disso, com o seu desenvolvimento, ird estimular o aparecimento de granulomas
crénicos, especialmente no figado, que acarretara na manifestacdo da doenca, conhecida como
esquistossomose. Para se combater esta patologia, ha no mercado um Unico farmaco ja
conhecido,o praziquantel, que tem como suposta a¢do o blogqueio dos canais de célcio, o que
resultard na morte do verme. Contudo, novos estudos demonstram que ha alguma resisténcia
de novos parasitos tolerantes/resistentes. Diante dessa situacdo, sdo estudadas previamente
novas alternativas terapéuticas com farmacos conhecidos para o tratamento de
esquistossomose. A Cinarizina, um inibidor de receptores de histamina (H1), demonstrou o
efeito em vermes adultos de Schistosoma mansoni. Com isso, 0 presente estudo tem com
finalidade o estudo do efeito antiparasitario do anti-histaminico da Cinarizina em Schistosoma

mansoni in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Antiparasitario; Anti-histaminico; Schistosoma mansoni.

1. INTRODUCAO:

A esquistossomose € uma das Doencas Negligenciadas em varias partes do mundo,
onde sdo causada por agentes parasitarios que acomete classes sociais pobres, moradia
precoce, sem condi¢Ges adequadas de trabalho, de educagdo e saneamento basico. Essa
patologia acomete mais de 230 milhdes de pessoas, o que resulta em milhares de mortes por
ano, estabelecendo a manutencao do quadro de desigualdade, representando um obstaculo no

desenvolvimento de paises (SONG et al., 2016).
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Essa doenca é causada por helmintos, conhecidos como Schistosoma mansoni, S.
haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi. O Schistosoma mansoni esta
presente em cerca de 50 paises no continente africano e americano, no qual sdo conhecidas

como esquistossomose mansonica (COLLEY et al., 2014).

Com grandes particularidades, o Schistosoma mansoni possui diversas fases e vive em
hospedeiros e ambientes diferentes, tendo alta capacidade de adaptacdo, multiplicacdo e
resisténcia. As fases do clico bioldgico séo divididas em duas: no hospedeiro intermediario e
hospedeiro definitivo. Durante as fases parasitarias, ha dois periodos de vida livre: miracidio e
cercaria (GRYSEELS et al., 2006; COLLEY et al., 2014). O Schistosoma mansoni realiza
ciclo assexuado nos moluscos do género Biomphalaria e o0s espécimes adultos sdo
encontrados nos vasos mesentéricos e no sistema porta hepatico (SONG et al., 2016). A
esquistossomose é diagnosticada através da deteccdo de ovos de parasitas em amostras de
fezes ou através de técnicas sofisticadas utilizando anticorpos e ou antigenos detectados em

amostras de Sangue.

Atualmente, o tratamento mais eficaz tem sido a quimioterapia. Porem h& um farmaco
utilizado no controle desta patologia, conhecido como praziquantel. O praziquantel é
administrado via oral em dose Unica, onde atuard contra todas as espécies de Schistosoma,
contudo, os resultados com o uso desse farmaco tém sido menos promissores quanto o
esperado, pois ndo atua na forma jovem do parasita, além de surgir preocupacgdes quanto a
resisténcia ao farmaco (FENWICK, WEBSTER, 2006; CIOLI et al., 2014).

Como o desenvolvimento de novos farmacos pode demorar para atingir o mercado, o
Nnosso grupo iniciou novos estudos diante do quadro de dificuldade de formulagdes de novos
farmacos esquistossomicidas e o tempo de liberacdo para o mercado, Com isso, nosso nudcleo
de pesquisa demonstrou que o anti-histaminico Cinarizina obteve atividade antiparasitaria.
Logo, é fundamental o uso das substancias farmacoldgicas conhecidas e que ja tem aprovacéo
da agencia reguladora, que juntamente com o praziquantel, possam ajudar no combate a esta

patologia que assola metade da popula¢do mundial.

2. OBJETIVOS:
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e Avaliar o efeito  Anti-helmintico do farmaco Cinarizina em

Schistosoma mansoni.

e Determinar a Concentragao Letal 50% (LC 50).

3. METODOLOGIA:

3.1 Animais

O ciclo de vida do parasita em laboratorio € mantido em moluscos da Espécie
Biomphalaria glabrata, onde sao infectados com miracidios recém-eclodidos de ovos, através
de uma técnica de exposicdo a luz realizada no Ndcleo de Pesquisa em Doencas
Negligenciadas (NPDN). Os camundongos SWISS recém-desmamados foram obtidos da
empresa ANILAB ®. Espera- se um dia até que os animais se adaptem ao ambiente e apds
esse tempo iniciamos o procedimento. Os caramujos sdo expostos a luz, realizando assim a
liberacdo de cercarias para infeccdo nos camundongos. Os camundongos foram infectados
com 80 cercarias de S. mansoni (linhagem BH). Todos os animais foram mantidos sob
condicBes ambientais controladas (temperatura 25 © C, umidade 70%) e tiveram acesso a agua
filtrada e alimentada com racdo para roedores.(MORAES, 2012; RODRIGUEZ-MORALES,
2012).

3.2. Dados do farmaco

Cinarizina

Classe Anti-histaminico
Biodisponibilidade 64% - 80%

DL 50

Meia vida 50 horas

Massa (g/mol) 368.524 g/mol
Logp 5.77

Geragao Segunda

Fonte: PubChem.



AT ciikoiiios

SEMANA DO CONHECIMENTO

3.3. Comite de Etica

Procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com a legislacao
brasileira. O protocolo de manutencdo do ciclo de vida de S. mansoni foi aprovado pelo

comité de ética local em testes em animais.

3.4. Avaliacdo de medicamentos in vitro

Vermes adultos (49 dias), recém recuperados de hospedeiros roedores, foram
colocados em pares e lavados cuidadosamente em meio RPMI 1640 mantido a pH 7,5 com 25
mM de HEPES suplementado com 10% de soro fetal bovino e contendo 200 Ul / mL de
penicilina e estreptomicina 200 pg / ml. Apos a lavagem, os esquistossomas foram incubados
em uma placa de cultura de células de 24 pogos posteriormente colocados em estufa, contendo
0 mesmo meio a 37 ° C em atmosfera com 5% de CO2.

Os farmaco descrito utilizado para obter concentracGes de teste finais de 50 a 12,5
uM (50, 25, 12,5uM) em placas de cultura com um volume final de 1 ml. Os parasitas foram
mantidos por 72 horas e monitorados a cada 24 horas usando um microscépio invertido. O
efeito do medicamento foi avaliado com énfase nas mudancas na atividade motora dos vermes
e na morte dos vermes. Mudancas no acasalamento e producdo de ovos também foram

avaliadas. Todos esses testes foram realizados em triplicatas

3.7. Analise microscépica do tegumento

Estudos de microscopia eletrnica de varredura (MEV) também foram realizados.
Apos o periodo de monitoramento ou mortalidade dos vermes eles foram fixados para a
anélise do tegumento.foram lavados duas vezes em solucéo salina tamponada com fosfato e
fixados em 1 mL de solucédo de &lcool FAA ou FAA - formalina - &cido acético. Os espécimes
foram secos ao ar, montados em fita e banhados a ouro utilizando um dispositivo de
revestimento por pulverizagdo de mesa Il (Denton Vacuum LLC, Moorestown, NJ). As
amostras foram entdo visualizadas usando uma microscopia eletrdnica de varredura JSM-
6460LV de alta resolucdo JEOL (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 20 kV.
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4. Resultados:

Table 1. In vitro effects of compounds against 49-day-old adult Schistosoma mansoni.
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Motor activity reduction

. Dead worms

Period of (%)?

Group incubation  (%)?
Slight Significant
(h) g g
M F M F M F

Control 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0
0.5% DMSO 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0
Praziquantel 24 100 100 0 0 100 100
2 uM 48 100 100 0 0 100 100

72 100 100 0 0 100 100
Cinarizina 24 60 60 0 0 60 60
50 uM 48 100 100 0 0 100 100

72 100 100 0 0 100 100
25 UM 24 100 0 0 100 100 0

48 100 0 0 100 100 0

72 100 0 0 100 100 0
12.5 uM 24 30 0 0 0 30 0

48 60 0 0 0 60 0

72 100 0 0 0 100 0

5. CONSIDERACOES FINAIS:
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O ensaio in vitro demonstrou que 0s esquistossomos incubados com o farmaco
cinarizina apresentaram alteraces em sua atividade motora e aumento na mortalidade de

maneira dependente da concentracao.

Imagens de microscopia eletrdnica de varredura indicaram que a estrutura
tegumentar estava alterada tanto em machos quanto em fémeas de S. mansoni e intensificou-
se progressivamente quando a concentracdo de cinarizina aumentou. Essas alteracGes
morfologicas foram semelhantes as relatadas em estudos com outros compostos anti-

helminticos.

Esses resultados indicam que a cinarizina poderia ser um tratamento potencial para a
esquistossomose, isoladamente ou em combinacdo com o praziquantel, e torna-lo promissor
para o reposicionamento de farmacos e posteriormente estamos realizando demais estudos como

o efeito anti-helmintico in vivo.
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