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Avaliacao do efeito anti-helmintico in vitro do tamoxifeno em Schistosoma mansoni

1. RESUMO

As doencas causadas por helmintos representam um importante problema para a satde
publica em diversos paises. Dentre essas doencas destaca-se a esquistossomose, onde a falta de
saneamento basico adequado contribui para a manutencéo do ciclo do parasita. Infelizmente, o
controle terapéutico dessa doenca depende apenas de um farmaco, praziquantel. Perante a
importancia do “reposicionamento de fArmacos” ou “redefinicdo de firmacos”, o presente
estudo tem por objetivo avaliar o efeito anti-helmintico da tamoxifeno, um medicamento
utilizado para tratar cancer de mama, em Schistosoma mansoni. Os ensaios in vitro foram
realizados utilizando machos e fémeas com o intuito de analisar a viabilidade dos mesmos. Os
resultados mostraram efeito anti-helmintico promissor, tendo em vista a mortalidade dos

vermes em 100% em um periodo de tempo imediato na concentracao de 50 pUM.

PALAVRAS-CHAVE: Esquistossomose; Anti-helmintico; Tamoxifeno; Reposicionamento.

2. INTRODUCAO

As doencas causadas por helmintos representam um importante problema de Saude
Publica em diversos paises. Particularmente, as esquistossomoses, denominadas tambem
esquitossomiases ou bilharzioses, sdo doencas que, para 0 homem, tém como 0s principais
agentes etioldgicos as espécies Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S.
intercalatum e S. mekongi. Schistosoma mansoni esta presente em mais de 50 paises nos
continentes africano e americano, onde determina uma infeccdo denominada esquitossomose
mansoénica (COLLEY et al., 2014).

O Schistosoma mansoni possui uma biologia muito interessante, pois passa por diversas
fases e vive em hospedeiros e ambientes diversificados, com uma grande capacidade de
adaptacdo, multiplicacdo e resisténcia. As fases do ciclo bioldgico do S. mansoni compreendem

dois periodos de vida parasitaria: um no hospedeiro intermediario e outro no hospedeiro



PREFEITURA DE
AT GuARULHOS

SEMANA DO CONHECIMENTO

definitivo. Entre as fases parasitarias hé dois periodos de vida livre em meio aquatico: as fases
de miracidio e cercaria (GRYSEELS et al., 2006; COLLEY et al., 2014). Schistosoma mansoni,
em geral, realizam ciclo assexuado nos moluscos do género Biomphalaria, enquanto que 0s
espécimes adultos sdo encontrados nos vasos mesentéricos e no sistema porta de mamiferos em

geral.

Do ponto de vista epidemiolégico, a esquistossomose atinge uma grande massa da
populacdo mundial, sendo 200 milhdes de pessoas atingidas e 800 milhdes de pessoas possuem
o0 risco de contrair a infeccdo. Esta doenca € responsavel por 280.000 a 500.000 mortes
anualmente (STEINMANN et al., 2006). No Brasil, onde a espécie Schistosoma mansoni €
prevalente, a esquistossomose € endémica em 19 estados. Acredita-se haver, entre 6 e 8 milhdes
de individuos infectados e 26 milhdes correm o risco de infeccdo em todo territério nacional
(AMARAL et al., 2006).

Atualmente a forma mais eficaz no tratamento da esquistossomose (COLLEY et al.,
2014) é por meio de um unico farmaco, o praziquantel (CIOLI et al., 2014). A droga existe
desde 1977 e é administrada oralmente em dose unica (40 mg/kg a 60 mg/kg), sendo empregada
como antiparasitario de amplo espectro, tém agdo contra todas as espécies do género
Schistosoma que infectam o ser humano, além de ser eficaz na reducdo da morbidade (LAGO
et al., 2018). Contudo, o possivel surgimento de cepas farmaco-resisténtes tornou-se um tema
inquietante, justificando mais estudos para o desenvolvimento de novos tratamentos para a

esqu istossomose.

Tendo em vista a baixa viabilidade de investimento, por parte da industria farmacéutica,
no desenvolvimento de novos farmacos para doencas negligenciadas, a alternativa mais
promissora encontrada € o “reposicionamento de farmacos” ou “redefinicdo de farmacos”. Esta
abordagem tem como intuito a busca de novos tratamentos através de farmacos ja aprovados e

disponiveis no mercado.

Alicercado nos estudos de triagem molecular, o presente estudo tem como objetivo
avaliar o efeito anti-helmintico do tamoxifeno, um modulador seletivo do receptor de estrégeno

utilizado para tratar cadncer de mama, em Schistosoma mansoni.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito esquistossomicida in vitro do

tamoxifeno.

4. METODOLOGIA

Os ensaios in vitro com adultos de S. mansoni foram realizados com machos e fémeas
acasalados, cedidos pelo Instituto Adolfo Lutz. Os pares de vermes foram lavados 2 vezes com
0 meio RPMI 1640 contendo penicilina 200 U/ml, estreptomicina 200 pg/ml. Posteriormente,
0s parasitas acasalados foram transferidos em placas para cultura de células com 24 pocos
contendo, por pocgo, 1 casal de vermes em 2 ml do meio RPMI 1640 supracitado, porém
suplementado com 10% de soro fetal bovino e tamponado com HEPES 25 mM. Inicialmente,
na etapa de triagem, os vermes foram incubados com o farmaco tamoxifeno na concentracao
de 50 uM. Posteriormente, o farmaco foi avaliado usando diferentes concentracdes (25 UM,
12,5 uM, 6,25 uM e 3,12 uM). Praziquantel 3 uM foi utilizado como controle positivo e pogos

contendo somente meio de cultura foram usados como controle negativo (MORAES, 2012).

As culturas de vermes adultos foram monitoradas por lupa. Para avaliar a toxicidade do
farmaco sobre o S. mansoni foram considerados o0s seguintes parametros: atividade motora
(motilidade), alteracbes morfolégicas no tegumento e a capacidade reprodutiva (MORAES,
2012).

5. RESULTADOS PARCIAIS

Nos ensaios in vitro, os parasitas adultos, foram submetidos a uma concentragéo de 50
UM do farmaco tamoxifeno e avaliados por um periodo de 72 horas. Apds a concentragdo de
50 pM, os vermes foram submetidos a concentragdes de 25, 12,5, 6,25, e 3,12 uM, na qual

houve mortalidade dos vermes.



PREFEITURA DE
AT GuARULHOS

SEMANA DO CONHECIMENTO

Na concentracdo inicial, 50 pM, houve mortalidade de 100% dos vermes em tempo
imediato de incubac¢éo; sendo o efeito analisado apés a adicdo do farmaco. Na concentragdo de
25, 12,5 e 6,25 uM houve 100% da mortalidade dos vermes em 24 horas. Enquanto em uma
concentracéo de 3,12 uM houve mortalidade de 30% das fémeas em 24 horas e 60% dos machos
em 48 horas. Tais resultados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Avalicdo da atividade esquistossomicida in vitro do tamoxifeno.

Periodo de  Mortalidade Reducéo da atividade motora (%)
incubacéo dos vermes

Grupo () (%)

Leve Significante

M F M F M F

Imediato 0 0 0 0 0 0

Controle 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0

Imediato 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
Imediato 100 100 0 0 100 100
Praziquantel 24 100 100 0 0 100 100
5uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
Imediato 100 100 0 0 100 100
Tamoxifeno 24 100 100 0 0 100 100
50 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

Imediato 0 0 60 30 0 0
Tamoxifeno 24 100 100 0 0 100 100
25 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

Imediato 0 0 60 30 0 0
Tamoxifeno 24 100 100 0 0 100 100
12,5 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

Imediato 0 0 30 0 0 0
Tamoxifeno 24 100 100 0 0 100 100
6,25 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

Imediato 0 0 0 0 0 0

Tamoxifeno 24 30 30 60 60 30 30
3,12 uM 48 60 30 0 0 60 30
72 60 30 0 0 60 30

M = macho; F = fémea.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No que concerne a questdo de resisténcia e tolerancia do parasita ao praziquantel, droga
utilizada para o tratamento da esquistossomose, devido ao seu prolongado uso e ao cenario de
negligencia que encontra-se inimeros cidaddos brasileiros em risco de contrairem a doenga;
uma vez que 0s mesmos ndo possuem condic¢des adequadas de moradia, trabalho e saneamento
basico, o reposicionamento de farmacos é a solucdo promitente para os casos de mortalidade e
morbidade existente no pais e no mundo. Assim, a descoberta de farmacos com atividade anti-
Schistosoma em uso clinico para outras patologias poderia contribuir na selecdo de terapias
mais efetivas, reduzindo custos e tempo da pesquisa em novos farmacos para doencas
negligenciadas.

Em resumo, os resultados do presente estudo mostraram o efeito anti-helmintico do
tamoxifeno frente aos ensaios in vitro realizados. Diante dos resultados obtidos, conclui-se que
o farmaco tamoxifeno apresentou uma atividade esquistossomicida in vitro em vermes adultos
de S. mansoni promissoras. Portanto, esta droga utilizada para tratar cancer de mama pode ter
aplicacdes anti-helminticas contribuindo assim no desenvolvimento de novos tratamentos para
a esquistossomose, entretanto, demais estudos sdo necessarios, como a avaliacdo do efeito in
vivo e a analise morfologica do tegumento do parasita por meio de Microscopia Eletrdnica de

Varredura.
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