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RESUMO

As doencas causadas por helmintos representam um importante problema de Saude Publica em
diversos paises. Estima-se que mais um bilhdo de pessoas sdo acometidas por pelo menos uma
helmintiase. Dentre elas, a esquistossomose é a mais importante em termos de morbidade e
mortalidade, afetando mais de 200 milhdes de pessoas em todo mundo, mormente nas regides
com falta de saneamento basico. Atualmente o tratamento da doenca depende de apenas um
farmaco, o praziquantel. Considerando que o financiamento de pesquisas para Doencas
Negligenciadas é muito limitado e o desenvolvimento de um novo farmaco é um processo
moroso, 0 reaproveitamento de farmacos é uma estratégia promissora. No presente estudo,
ensaios bioldgicos in vitro mostraram que a espironolactona, um diurético poupador de
potassio, tem atividade anti-helmintica em Schistosoma mansoni, 0 agente etioldgico da
esquistossomose no continente americano. A espironolactona na concentragao de 50 uM reduziu
a atividade motora, causou alteragdes morfoldgicas no tegumento dos esquistossomos adultos
e 100% de mortalidade foi observada. Com base nos resultados, este farmaco pode ter

aplicacOes terapéuticas para o tratamento e o controle das doencas causadas por helmintos.

PALAVRAS-CHAVE: espironolactona, Schistosoma mansoni, helmintos, anti-helmintico.

INTRODUCAO

As helmintiases representam um grande problema de Saude Publica, especialmente nas

regides pobres. Consideradas Doencas Negligenciadas, também conhecidas como Doengas da
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Pobreza, os helmintos afetam mais de um bilhdo de pessoas nas regides tropicais e subtropicais.
Considerada a mais importante helmintiase, a esquistossomose é uma doenca causada por
parasitas pertencente ao género Schistosoma prevalente em paises da Africa, Africa e América.
Estudos epidemiolégicos mostraram que a esquistossomose acomete aproximadamente 240
milhGes de pessoas no mundo, sendo que mais de 700 milhdes vivem em regifes endémicas
tendo maior incidéncia em paises subdesenvolvidos com falta de saneamento basico e agua
potavel (MUTAPI et al 2017). No Brasil é conhecida popularmente como barriga d’agua por

apresentar o acumulo de liquidos na cavidade peritoneal causada em seu estagio mais avangado.

O tratamento dessa doenca se limita a apenas um farmaco, o praziquantel que por sua
vez contém algumas limitagdes como eficacia incompleta e farmacocinética fraca dificultando
a eliminacdo da doenca (VALE et al 2017). Existem estudo que relatam resisténcia/tolerancia
ao medicamento manifestando a grande necessidade de novos agentes esquistossomicidas.
(LAGO et al 2018). Ndo obstante a importancia da esquistossomose, o desenvolvimento de
medicamentos pode levar décadas e o financiamento de pesquisas para medicamentos
relacionados a pobreza é muito limitado. Nesse sentido, o reposicionamento de farmacos pode
ser uma estratégia promissora que minimiza os custos e riscos associados ao desenvolvimento
de medicamentos. (JIM e WONG, 2014). Os diuréticos sao a classe de medicamento mais usada
para o alivio da retencdo liquida, sdo bem tolerados e seguros com possibilidade de
administracdo oral. (SICA, 2017). Com base na triagem inicial foram avaliados 13 diuréticos
dentre eles foi selecionada a espironolactona. Este farmaco é considerado um diurético
poupador de potassio, antagonista farmacologico da aldosterona um horménio da familia dos
mineralocorticoides, tem como alvo os rins e sua principal funcéo € o balango eletrolitico. No
presente estudo avaliamos in vitro o efeito anti-helmintico da espironolactona em vermes adulto
de S. mansoni. Os resultados demonstraram o efeito na motilidade, a mortalidade e alteragdes
morfoldgicas no tegumento do parasita. Portanto, este diurético pode ter aplicacGes terapéuticas
como um anti-helmintico promissor. Vale ressaltar que demais estudos sdo necessarios como o

efeito in vivo e 0 mecanismo de acéo.

OBJETIVO

Avaliar o efeito in vitro da espironolactona em vermes adultos de Schistosoma mansoni.
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METODOLOGIA

Todos os ensaios bioldgicos foram realizados de acordo com os métodos descritos pelo
nosso grupo (DE MORAES et al., 2014; DE BRITO et al., 2017). Sumariamente, na preparacao
para ensaios bioldgicos in vitro os vermes de ambos os sexos foram coletados por dissecacdo
das veias intestinais de camundongos Swiss fémeas pela técnica de perfusdo, eutanasiados 7
semanas apos a infeccdo. Os farmacos foram solubilizados em DMSO e diluidos em meio
RPMI. Para o ensaio in vitro, um par de vermes foram transferidos para cada po¢o de uma placa
de cultura de 24 pocos contendo meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% e
antibidticos, posteriormente incubados a 37°C, em atmosfera de CO2 a 5%. Nas culturas de S.
mansoni a espironolactona foi incubada na concentracéo inicial de 50 uM e posteriormente afim
de obter a CLsg nas concentracdes de 25, 12,5, 6,25 e 3,12 uM. Os parasitas foram monitorados
por até 72 horas e os efeitos foram avaliados utilizando um microscépio invertido ou lupa com
énfase nas mudancas morfoldgicas, taxa de mortalidade e ovoposi¢do. Vermes incubados em
DMSO (0,5%) serviram como controle negativo e 5 uM de praziquantel como controle positivo.
A concentracdo letal dos compostos ativos foi calculada com o Software GraphPad Prism. O

experimento foi realizado em triplicata.

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no
Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo (IF-USP), cujo protocolo de preparo de
parasitas esta descrito nos estudos prévios do nosso grupo (SILVA et al., 2017; GUIMARAES
etal., 2018).

RESULTADOS

A espironolactona exibiu atividade antiparasitaria em uma série de trés experimentos.
Eles revelaram que a atividade anti-helmintica da mesma é dependente da concentracdo. Apos

48 horas de encubacdo a espironolactona, na concentragdo de 50 uM, ocasionou totalidade da
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morte dos vermes machos, no entanto, em nenhuma das fémeas. Enquanto que em 72 horas
houve totalidade das mortes. Na concentracdo de 25 uM houve morte de 30% das fémeas no
periodo de 48 e 72 horas, nos machos, apos 72 horas, houve morte de 60% dos parasitas. Na

concentragédo de 12,5 uM houve morte de apenas 30% dos machos em 72h. Como observado

na Tabela 1.
Tabela 1
Grupo Periodo de Morte dos Atividade motora reduzida
incubacao vermes (%) »
(h) (%) »
Leve Significante
M F M F M F
24 0 0 0 0 0 0
Controle

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0

24 0 0 0 0 0 0

0.5% DMSO

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

Espironolactona 24 0 0 30 30 0 0

50 uM 48 100 0 0 0 100 0
72 100 100 0 0 100 100

Espironolactona 24 0 0 60 30 0 0

25 uM 48 0 30 60 30 0 30
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72 60 30 30 60 60 30

Espironolactona 24 0 0 0 0 0 0
12,5 uM 48 0 0 0 0 0 0

72 30 0 60 0 30 0

A analise de microscopia de luz revelou alteracdes na atividade motora, incluindo
contracdes e reducdo do comprimento do corpo. (a-d) Imagens de microscopia de luz mostrando
a aparéncia morfoldgica bruta de adultos de S. mansoni ap0s exposicéo in vitro a diferentes

concentracgdes de espironolactona.

Na microscopia eletronica de varredura observou-se alteracbes morfolégicas, com ruptura
do tegumento em todos os vermes analisados. Nos machos tratados foi apresentada alteracdes
nos tubérculos e nas fémeas teve inchago no dano tegumentar e erosdo da superficie. Como
mostrada nas imagens (e-h). Sendo a imagem da figura (e) o controle do macho e a imagem (f)
controle da femea. O S. mansoni foi analisado por meio de microscopia eletronica de varredura

verificando a parte mediana dorsal dos vermes adultos mostrando a perda dos tubérculos e
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espinhos na superficie do macho, visto que, na fémea houve inchaco tegumentar e
encurtamento. As imagens foram capturadas usando um Leica Microscopio Microsystems
EZAE, barras de escala = 5 mm (a-d) e um JEOL SM-6460LV. Microscopio Eletrénico de

Varredura, escala Barras = 10 pM (e-h).

CONSIDERACOES FINAIS

N&o obstante a gravidade da esquistossomose e outras helmintiases, os farmacos
disponiveis para o tratamento e controle dessas doencas séo bastante limitados. Ademais, ndo
hd interesse comercial na producdo de novos farmacos para doencas parasitarias.
Consequentemente, o reposicionamento de farmaco é uma estratégia viavel, devido ao baixo
custo e reducéo do tempo de pesquisa. Particularmente, os diuréticos sdo medicamentos seguros
e pouco dispendiosos, e tem sido amplamente utilizado. Apesar de seu mecanismo de acgao
como anti-helmintico ainda ndo ter sido descrito, a espironolactona teve atividade

esquistossomicida significativa, causando altera¢cbes morfoldgicas no tegumento de parasitas
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adultos. Em conjunto, os resultados mostraram o efeito antiparasitario potencial da

espironolactona.
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