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SEMANA DO CONHECIMENTO

RESUMO

O tratamento da esquistossomose, doenca parasitaria que afeta mais de 200 milhdes de
pessoas, depende de um unico medicamento, o praziquantel. Considerando 0s revises para o
desenvolvimento de um novo farmaco, sobretudo no tocante as “doengas da pobreza”, o
reposicionamento de farmacos é uma estratégia promissora. Nesse sentido, estudos prévios do
nosso grupo mostraram que o diclofenaco de sodio, um anti-inflamatoério nédo esteroide, possui
propriedade anti-helmintica contra Schistosoma mansoni. No presente estudo avaliamos a
atividade antiparasitaria de diferentes anti-inflamatorios ndo esterdides (AINES) em S.
mansoni. Inicialmente, 73 AINEs foram triados utilizando a estratégia de rastreio fenotipico
contra vermes adultos ex vivo. Subsequentemente, os compostos ativos (< 50 uM) foram
testados in vivo em camundongos infectados com S. mansoni nos estagios juvenil e adulto.
Cinco AINEs (&cido mefendmico, acido tolfendmico, acido meclofendmico, celecoxibe e
diclofenaco) afetaram a viabilidade e causaram alteracdes morfologicas no tegumento dos
helmintos. Em conjunto, acido mefenamico foi o AINE mais ativo, com concentracdo letal
50% (CL50) ~10 pM. Em camundongos, acido mefenamico (5 x 100 mg/kg) reduziu a carga
parasitaria (83,9%), o numero de ovos (93,6%), assim como a hepatoesplenomegalia.
Ademais, o regime posoldgico utilizado neste estudo para o acido mefenamico estd em acordo
com a posologia comumente utilizada na préatica clinica, o que demonstra o potencial de

reaproveitamento clinico como um agente antiparasitario na terapia da esquistossomose.

PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose, Anti-inflamatorios ndo esteroides, Acido mefenamico,

Reposicionamento de farmacos.

1. INTRODUCAO:

As “doencas da pobreza”, formalmente denominadas “doengas negligenciadas”, acometem
mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo. Essas enfermidades sdo causadas por agentes
infecciosos e parasitarios que ocorrem nas camadas sociais pobres, sem condi¢des adequadas
de moradia, de trabalho, de educacdo, de servi¢os sanitarios onde contribuem para a
manutencdo do quadro de desigualdade (WHO, 2017a). Particularmente, as esquistossomoses,

denominadas também esquitossomiases ou bilharzioses, sdo doencas causadas por helmintos
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do Género Schistosoma que, para 0 homem, tém como os principais agentes etiol6gicos as
espécies Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S. mekongi.
A esquistossomose € endémica em mais de 70 paises. Estima-se a existéncia, em todo mundo,
de mais de 200 milhGes de individuos infectados e 800 milhdes de pessoas estdo expostas ao
risco de contrair infeccdo. Esta helmintose é responsavel por 280.000 a 500.000 mortes
anualmente ( WHO,2017b., STEINMANN et al.,2016 ). Atualmente, existe apenas um
farmaco utilizado no controle da esquistossomose: o praziquantel (WHO, 2017a., CIOLI et
al.,2014 ). O tratamento com praziquantel é eficaz na reducdo da morbidade, porém os
resultados com o uso deste farmaco tém sido menos promissores do que o esperado; deveras,
em alguns locais a taxa de cura tem atingido entre 70% e 90% (GRYSEELS et al, 2009).
Além de ndo atuar nas formas jovens do parasita, existem preocupacfes quanto a resisténcia
ao farmaco (CIOLI et al,2014; FENWICH & WEBSTER,2006 ). Desta forma, considerando
as limitacOes existentes de apenas um medicamento disponivel, justifica-se a pesquisa de
novas moléculas para tratamento e profilaxia da esquistossomose. Nesse contexto, a busca por
novos compostos com propriedades esquistossomicidas tem aumentado nos dltimos anos (DE
MORAES J, 2015; SILVA et al 2017; Guerra et al., 2019). Ndo obstante, fica claro que o
desenvolvimento de novos farmacos é dispendioso e pode demorar muitos anos para atingir o
mercado. Nesse sentido, uma das alternativas pode estar no “reposicionamento de farmacos”.
Esta abordagem consiste basicamente na busca por um novo uso de farmacos ja aprovados e
disponiveis no mercado. Estudos recentes mostraram o efeito anti-helmintico do
antiinflamatério ndo esteroide diclofenaco de sédio (CARVALHO et al ,2014). No caso,
partindo de estruturas cristalograficas e utilizando técnicas de bioinforméatica nota-se que
existe uma similaridade estrutural de aproximadamente 70% entre os farmacos praziquantel e
diclofenaco, apesar de pertencerem a classes quimicas diferentes. Considerando a alta
correlacdo estrutural de um anti-inflamatério com praziquantel, associado a atividade anti-
helmintica relatada com o diclofenaco, destaca-se a necessidade de avaliar o efeito
antiparasitario de anti-inflamatérios. Ante o exposto, o presente trabalho tem como objetivo

avaliar o efeito de anti-inflamatérios nédo esterdides em S. mansoni.

2. OBJETIVOS:

Avaliar a atividade antiparasitaria dos anti-inflamatorios ndo esteroides em Schistosoma

mansoni.



SEMANA DO CONHECIMENTO

3. METODOLOGIA:
2. Materiais e métodos
2.1 Medicamentos e reagentes

Todos os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) testados (n=73) foram adquiridos na
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Praziquantel foi adquirido da Merck (Séo Paulo, SP,
Brasil). As solucBes de estoque para uso em bioensaios in vitro foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentracdo de 10 mM. Meio de cultura RPMI 1640, meio
M199, soro fetal bovino (FBS) inativado, penicilina G / sulfato de estreptomicina e tampéo
HEPES foi obtido na Vitrocell (Campinas, SP, Brasil). DMSO e solucdo de glutaraldeido
foram obtidos da Sigma-Aldrich.

2.3 Manutencao do parasita

O ciclo de vida de Schistosoma mansoni (linhagem BH) foi mantido usando camundongos e
caramujos Biomphalaria glabrata, seguindo os procedimentos padréo de nosso laboratorio (de
Moraes J., 2012). Camundongos Swiss fémeas, com trés semanas de idade, foram inoculados
com aproximadamente 120 cercérias coletadas de caramujos B. glabrata hospedeiros

intermediarios infectados por S. mansoni.

2.4 Ensaio de farmaco de esquistossomos adulto in vitro

Os farmacos foram testados em uma concentracdo inicial de 50 pM em RPMI 1640
suplementado com 10% de FBS ( Soro Fetal Bovino), 100 U / ml de penicilina e 100 pg / ml
de estreptomicina, dispostos em uma placa de cultura de 24 pogos (TPP, St. Louis, MO) com
um par de vermes por pogo. Os parasitas foram mantidos por 72 h (37 ° C, 5% de CO2) e sua
viabilidade monitorada por avaliagdo microscopica (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha). Os farmacos altamente ativos (efeito > 90%) apds 72 h a 50 uM, foram
subsequentemente testados em diferentes concentracdes variando de 50 a 0,78 uM para
determinacéo da concentracdo letal maxima (CL50) (MAFUD et al., 2018).
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2.5 Anélise por microscopia eletronica de varredura

Para microscopia eletronica de varredura, os parasitas grupos controle e tratados foram
fixados em glutaraldeido a 2,5% a temperatura ambiente. (GUIMARAES MA., 2018). As
amostras foram metalizadas com ouro usando um revestidor de pulverizacdo Desk Il (Denton
Vacuum LLC, Moorestown, NJ, EUA) e depois observadas usando microscopia eletrénica de
varredura JEOL SM -6460LV de alta resolugéo (JEOL Ltd., Tokyo, Japéo)

2.6 Estudos in vivo

Camundongos fémeas Swiss com trés semanas de idade foram usados para estudos de eficacia
de drogas in vivo. Em todos os tratamentos, os camundongos foram infectados
subcutaneamente com uma suspensdo contendo 80 cercarias de S. mansoni. Os medicamentos
foram administrados via oral 21 dias (infeccdo pré-patente) ou 42 dias (infeccdo patente) em
grupos de cinco camundongos. Para o tratamento, os medicamentos foram dissolvidos em
etanol a 2% em agua (v / v) e administrados em dose unica de 400 mg / kg ou em uma dose
diaria de 100 mg/kg por cinco dias consecutivos, dependendo das informacdes farmacoldgicas
e toxicoldgicas do medicamento. Grupos controle infectado por S. mansoni receberam uma
quantidade correspondente do veiculo. Todos os camundongos foram eutanasiados e
dissecados 56 dias apds a infec¢do. Os vermes foram entdo coletados, separados por sexo e
contados (PELLEGRINO, 1962). A avaliacdo da eficacia terapéutica foi posteriormente
baseada na técnica de oogramas quantitativos e qualitativos usando um fragmento (10 mm)
do colon ascendente (KATZ et al., 1972), bem como 0 método Kato Katz para o exame fecal
guantitativo (DE MORAES J, 2014).

2.7 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA).
Todos os dados do ensaio anti-esquistossomatico in vitro sdo apresentados como média + DP
de pelo menos trés experiéncias independentes. Os valores de IC50 foram calculados usando
curvas sigmoides de dose-resposta (CAMPELO et al 2017; DE BRITO et al 2017 ). Para anélise
experimental in vivo, foi aplicado um teste paramétrico de compara¢do multipla de Dunnett.

Os gréaficos experimentais in vivo representam dados de camundongos individuais e sdo
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expressos como graficos de dispersdo (GUERRA et al 2019). Um valor de P < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

3.1 RESULTADOS

3.2. Triagem fenotipica in vitro

Na primeira etapa, adotando uma estratégia fenotipica de rastreamento de drogas, 73 AINES
(anti-inflamatorios n&do esteroides) de diferentes classes foram avaliados contra
esquistossomos adultos. Desses, identificamos cinco drogas que exibiram atividade
esquistossomicida contra vermes adultos a 50 puM, acido mefenamico, acido tolfenamico,
acido meclofenamico, celecoxib e diclofenaco. Dessa forma, testamos 0os medicamentos em
uma faixa de concentragdes e foram determinados os valores de 50% da concentragdo letal
(CL50). As drogas mais ativas foram: acido mefenamico, acido tolfendamico e &cido
meclofendmico, com CL50 de 11,01; 20,6 e 24,5 uM, respectivamente, enquanto o celecoxibe
e o diclofenaco apresentaram atividade esquistossomicida moderada (LC50 N 25 puM). Além
das propriedades fisico-quimicas e anti-helminticas, avaliamos o efeito dos cinco farmacos no
tegumento dos esquistossomos por microscopia eletronica de varredura conforme efeitos

demonstrados na (Figura 1).

3.2.1 Tratamento usando uma dose oral Unica de acido mefenamico, acido tolfenamico e

celecoxibe

Grupos de camundongos portadores de S. mansoni adulto (infecgdo patente) foram tratados
por via oral com uma dose unica de 400 mg / kg de peso corporal 42 dias apds a infeccéo.
Como mostrado na Figura 3, o acido mefendmico possui as mais altas propriedades
esquistossomicidas, com reducdo da carga de vermes de 755% (p < 0,001). Acido
tolfenamico e celecoxibe demonstraram um efeito moderado, com reducdo da carga de
vermes de 62,4% e 45,3%, respectivamente (p < 0,01 ep p < 0,05). Em todos os tratamentos
experimentais, foi observada uma reducgéo significativa na carga de ovos, principalmente com
acido mefenamico (Fig. 4). O oograma mostrou que acido mefenamico levou a uma redugéo

de 70,2% (p< 0 * 001) no nimero de ovos imaturos (Fig. 4A), enquanto que o celecoxibe e
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acido tolfendmico induziu uma redugdo de 57,4% e 50,1 %, respectivamente. Nas amostras
fecais coletadas de camundongos, os &cido mefenamico, acido tolfendmico e celecoxibe
reduziram significativamente (p< 0,05 a p< 0,001) o nimero de ovos, com uma reducéo de
73,6%, 60,6%, 51% e 3%, respectivamente (Fig. 4B). O tratamento com AINEs diminuiu
significativamente a massa do figado e do baco (p <0,05 para p <0,001) em relacdo aos
controles ndo tratados. Em camundongos tratados com acido mefendmico, a massa do figado
e do baco diminuiu significativamente em 34,3% e 32,1% (p<0,01), respectivamente. O
tratamento com acido meclofendmico ou celecoxib levou a uma reducédo de 22,7% a 34,3% na

massa do 6rgdo (fig. 5).
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Fig. 3. Efeito do acido mefenamico, acido tolfenamico e celecoxib na carga parasitaria em camundongos com
infecco patente. Os pontos representam dados de camundongos individuais e sdo a combinacdo de dois
experimentos independentes (n = 5 por grupo). Barras horizontais representam mediana valores. * P < 0, 05, **
P<0,01, ***P <0, 001
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Fig. 4. Efeito do acido mefendmico, acido tolfendmico e celecoxib na carga de ovos de camundongos com
infecclo patente. Fases de desenvolvimento do ovo, oograma (A). Carga de ovos nas fezes (B). Os pontos
representam dados de camundongos individuais e sdo a combinagdo de duas experiéncias independentes (n = 5
por grupo). Barras horizontais representam valores medianos. * P < 0,05, ** P < 0, 01, *** P < 0,001 em
comparagao com grupos nao tratados pelo teste paramétrico de comparagdo maltipla de Dunnett. EBR: Reducao

da carga de ovos.
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Fig. 5. Efeito do acido mefenamico, acido tolfenamico e celecoxib na patologia do figado e bago de camundongos com

infeccdo patente. Os pontos representam dados de camundongos individuais e sdo a combinacdo de duas experiéncias
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independentes (n = 5 por grupo). Barras horizontais representam valores medianos. * P < 0, 05, ** P <0, 01, *** P < 0, 001
comparado com grupos ndo tratados pelo teste paramétrico de comparacdo multipla de Dunnett. OWR: Reducédo da massa

dos 6rgéaos

3.2.3 Tratamento com doses orais multiplas de acido mefenamico

Como mencionado acima, uma dose oral Unica de 400 mg / kg € o tratamento recomendado
para a esquistossomose murina experimental. No entanto, o acido mefenamico é rapidamente
absorvido ap6s a administracdo oral e possui uma meia-vida curta (duas horas), o que
consideramos uma desvantagem para matar os parasitas que residem na corrente sanguinea.
Decidimos entdo administrar o acido mefenamico uma vez ao dia por cinco dias consecutivos
(100 mg / kg / dia), que também é usado em programas de descoberta de medicamentos para o
modelo murino de esquistossomose (GUERRA et al 2019; BOTROS et al., 2004). Com base nos
notaveis efeitos in vivo do &cido mefendmico em camundongos infectados com parasitas
adultos, testamos se o acido mefenamico exibia eficacia como tratamento contra infeccGes
imaturas, em que o praziquantel é ineficaz. Portanto, investigamos as propriedades anti-
esquistossomaticas do acido mefenamico (100 mg / kg / dia) em camundongos que abrigavam
estagios adulto (42 dias ap0s a infeccdo, infeccdo patente) ou juvenil (21 dias ap6s a infecgdo,
infeccdo pré-patente) de S. mansoni. Conforme mostrado na Fig. 6, o tratamento com &cido
mefenamico alcangou uma alta reducdo total da carga de vermes de 82,1% e 67,2% em
camundongos portadores de vermes adultos e juvenis, respectivamente. Com relacdo a carga
de ovos, 0 uso de &cido mefendmico resultou em uma diminuicdo de 92% (P < 0,0001) e 78%
(P < 0,001) em ovos imaturos na infeccdo patente e pré-patente, respectivamente (Fig. 7A).
Da mesma forma, a frequéncia dos ovos nas amostras fecais foi drasticamente reduzida, com
uma reducdo de 94,3% e 71,2% nos estagios adulto e juvenil, respectivamente (Fig. 7B). Em
relacdo as patologias do figado e do bago, o acido mefenadmico reduziu o aumento da massa
hepatica promovido por infeccdo em 42,1% e a massa do bago em 48,8% em camundongos
adultos infectados com S. mansoni, em compara¢do aos controles tratados com veiculo.
Hepato e esplenomegalia foram reduzidos mais acentuadamente em camundongos infectados
com S. mansoni juvenis, com uma reducdo de 52,3% e 56,7% na massa de figado e baco,
respectivamente (Fig. 8).
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Fig. 6. Efeito do &cido mefendmico na carga parasitaria de camundongos com infeccbes patentes ou pré-
patentes. Os pontos representam dados de camundongoss individuais e sdo a combinacdo de duas experiéncias
independentes (n = 5 por grupo). Barras horizontais representam valores medianos. * P <0, 05, ** P <0, 01, ***
P < 0, 001 comparado com grupos ndo tratados pelo teste paramétrico de comparacdo multipla de Dunnett.
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Fig. 7. Efeito do acido mefenamico na carga de ovos de camundongos com infecgdo patente ou pré-patente
infeccdes. Fases de desenvolvimento do ovo, isto €, oograma (A). Carga de ovos nas fezes (B). Os pontos
representam dados de camundongos individuais e sdo a combinagdo de duas experiéncias independentes (n = 5

por grupo). Barras horizontais representam mediana valores. * P < 0, 05, ** P b<0, 01, *** P < 0,001 em
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comparacdo com grupos ndo tratados por teste paramétrico de comparacdo mdltipla de Dunnett. EBR: Reducéo

da carga de ovos.
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Fig. 8. Efeito do &cido mefendmico na patologia do figado e baco de camundongos com infecgdes patentes ou
pré-patentes.. Os pontos representam dados de camundongos individuais e sdo a combinagdo de duas
experiéncias independentes (n = 5 por grupo). Barras horizontais representam valores medianos. * P < 0, 05, **
P <0, 01, *** P <0, 001 comparado com grupos ndo tratados pelo teste paramétrico de comparagdao multipla de

Dunnett. OWR: Reducao de peso de drgaos

4. CONSIDERACOES FINAIS

O redirecionamento de medicamentos ja aprovados fornece um método alternativo para a
identificacdo rapida de novos agentes terapéuticos. Neste estudo, a partir de uma triagem
fenotipica de 73 AINEs, identificamos cinco (acido mefendmico, acido tolfendmico, &cido
meclofenamico, celecoxibe e diclofenaco) capaz de alterar a viabilidade do S. mansoni adulto.
Em seguida, investigamos o efeito de trés AINEs (acido mefenamico, acido meclofenamico e
celecoxib) em um modelo de esquistossomose em camundongos. Em conjunto, 0 composto
mais potente investigado neste estudo foi o acido mefendmico (menor LC50 e maior reducéo
da carga de vermes). Tanto no modelo in vitro quanto no modelo murino da infecgéo por S.
mansoni, a atividade anti-helmintica do acido mefenamico supera os critérios estabelecidos
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para potenciais compostos de esquistossomose.
(NWAKA et al., 2006). Em todos os ensaios os resultados mostraram uma redugéo de pelo

menos 82% na carga de vermes quando o acido mefenamico foi administrado em cinco doses
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a 100 mg / kg. No modelo animal, um teste inicial na dose recomendada para agentes anti-
helminticos (dose Unica de 400 mg / kg no dia 42 apds a infecgdo) estabeleceu o &cido
mefendmico como um potente agente anti-esquistossomatico. Em seguida, a melhoria
significativa dos parametros da doenca na dose diaria (100 mg / kg por cinco dias) foi mais
dramatica do que a observada no tratamento com uma dose Unica. Juntos, 0s esquistossomos
adultos pareciam mais sensiveis ao acido mefenamico (infec¢do patente) do que os estagios
juvenis (infeccdo pré-paciente). Foi alcangada uma alta reducéo total da carga de vermes com
acido mefendmico em infeccdes patentes (efeito N 80%), enquanto uma reducdo moderada
total da carga de vermes foi observada em infeccbes pré-patentes (efeito ~ 65%),
diferentemente do praziquantel, que € caracterizado por baixa atividade contra esquistossomos
juvenis, produzindo apenas uma reducgdo de 25 a 30% na carga de vermes (BERGQUIST,
2018), nossos resultados mostram que o acido mefenamico possui atividade significativa
contra o estagio juvenil do parasita. Em relacdo a infec¢do por vermes adultos, o efeito anti-
esquistossomatico do mefenamico é semelhante ao do praziquantel, que é conhecido por
reduzir ~ 90% da carga de vermes (BERGQUIST & ELMORSHEDY, 2018 ). Como vantagem, o
acido mefendmico é rapidamente absorvido apds administracdo oral, possui uma meia-vida
curta e € mais tolerante que outros AINEs (WINDER et al.,, 1966). O acido mefenamico
apresenta um nivel plasmético de pico relativamente alto (Cmax: 20 pg / mL ou 83 uM) (
WINDER 1966; GLAZKO, 1966). No presente trabalho, embora o perfil de exposi¢do seja
muito importante para a atividade antiparasitaria, descobrimos que o acido mefenamico exibiu
atividade esquistossomicida com valores de CL50 de ~ 10 uM, que estdo muito abaixo das
concentracbes plasmaticas clinicamente alcancaveis in vivo.. Usando uma férmula de
conversdo de dose (REAGAN-SHAW 2008), uma dose diaria eficaz de 100 mg / kg em nosso
modelo de camundongo in vivo equivale a uma dose equivalente humana de 8 mg / kg, de
acordo com o atual regime de tratamento para acido mefenamico oral (25 mg / kg / dia por
sete dias). E importante enfatizar que, idealmente, a administraco clinica de medicamentos
anti-helminticos se limita a uma ou poucas doses, que € um protocolo de tratamento
recomendado para o acido mefenamico. Portanto, esses resultados sugerem que o &cido
mefenamico deve ter atividade anti-helmintica sob seu atual regime anti-inflamatério. Além
disso, ao comparar o custo entre os dois medicamentos, o praziquantel e o &cido mefenamico,
é notavel uma variagdo substancial. Como mencionado anteriormente, embora geralmente
seja eficiente contra a esquistossomose, ha uma eficacia reduzida do tratamento com

praziquantel e a resisténcia aos medicamentos continua sendo uma preocupagdo. Nesse
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sentido, o acido mefendmico pode ser uma alternativa promissora para o controle da
esquistossomose. Em conclusdo, estudos in vitro e in vivo estabeleceram o acido mefenamico
como um potente agente anti-esquistossomatico. Considerando a importancia do
reposicionamento de medicamentos, principalmente para doencas negligenciadas, neste
estudo, fornecemos fortes evidéncias do potencial do acido mefendmico como medicamento
para o tratamento da esquistossomose. Ressalta-se, em ultima analise, que o presente estudo
resultou em publicacdo no renomado periddico EBIOMEDICINE, by THE LANCET (Fator
de Impacto 6,8, Qualis Al).

Figura 1. Investigacdo por microscopia eletronica de varredura de S. mansoni adulto ex vivo. Controle de verme
(a) mostrando tubérculos e espinhos na superficie (seta). Tegumento dos esquistossomos expostos ao acido
mefenamico (b), &cido tolfendmico (c), acido meclofenamico (d), celecoxibe (e) e diclofenaco (f), mostrando
morfologia alteragdes na superficie (seta) como alteragBes nos tubérculos e perda de espinhos na superficie.

Barras de escala, 10 pM.
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