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AVALIAGAO DO EFEITO ANTIPARASITARIO DO ITRACONAZOL: ESTUDOS IN VITRO

RESUMO

As doencas causadas por helmintos ocorrem principalmente em camadas sociais pobres,
geralmente em lugares com condi¢des sanitarias inadequadas. Também conhecidas como
“doencas da pobreza”, em particular, a esquistossomose € considerada uma doenca
negligenciada e considerada um importante problema de Saude Publica, ocorrendo em mais
de 70 paises. O tratamento para esta doenca € restrito a apenas o uso do praziquantel,
considerado eficaz, mas somente no estagio final da doenca. Nesse sentido, uma estratégia
adotada para acelerar a descoberta de medicamentos é por meio do reposicionamento de
farmacos ou redefinicdo de farmacos, cuja estratégia é baseada em um novo uso terapéutico
para medicamentos j& existentes. Considerando que estudos prévios do nosso grupo mostram
atividade esquistossomicida in vitro do itraconazol. Este trabalho vem a contribuir no &mbito

da descoberta de novas terapias para o tratamento da esquistossomose.

PALAVRAS-CHAVE: anti-esquistossoma; S. mansoni; itraconazol; atividade in vitro;

farmaco.
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INTRODUCAO

As doencas denominadas como da “pobreza”, precisamente denominadas de doencas
negligenciadas, sdo enfermidades também causadas por agentes parasitarios que acometem as
camadas sociais mais pobres, sem circunstancias justas de saneamento basico, moradia, de
educacdo e trabalho. Essas patologias atingem mais de 1 bilhdo de pessoas no mundo,
segundo a OMS e sdo responsaveis por milhdes de mortes anualmente. As doengas
negligenciadas ndo s6 predominam em estados de pobreza, mas também favorecem para a
manutencdo do quadro de desigualdade, ja que representam obstaculos no desenvolvimento
desses paises (WHO, 2017).

As doencas causadas por helmintos retratam um importante problema de Saude
Publica em variados paises. Singularmente, as esquistossomoses, conhecidas também
como esquitossomiases ou bilharzioses, os principais agentes etioldgicos dessa patologia sao
as espécies Schistosoma mansoni, S. haematobium, S. japonicum, S. intercalatum e S.
mekongi.O Schistosoma mansoni esta presente em mais de 50 paises nos continentes Africano
e Americano, onde € caracterizado pelainfeccdo denominada esquitossomose mansonica
(COLLEY etal., 2014).

Estima-se a existéncia, em todo mundo, de mais de 200 milhdes de individuos
infectados e 800 milhdes de pessoas vivem em &reas endémicas. Esta helmintiase é
responsavel por 280.000 a 500.000 mortes anualmente (STEINMANN et al., 2006). No
Brasil, onde o Schistosoma mansoni é dominante, a esquistossomose € tipica em 19 estados.
Julga-se haver, no territério nacional, entre 6 e 8 milhdes de individuos infectados e 26
milhGes correm o risco de infeccdo (AMARAL et al., 2006).

O praziquantel tem sido estudado experimentalmente em animais desde a década de
1970, mostrando-se eficaz contra infestagcdes de varias espécies de trematddeos e cestodeos. A
acdo anti-helmintica do praziquantel ainda ndo foi totalmente definida. Menciona-se que 0
farmaco causa alteracdo dos canais de Ca®" dos esquistossomos, aumentando a
permeabilidade da membrana do helminto a certos cations monovalentes e bivalentes,
principalmente o célcio que leva a intensificagcdo da atividade muscular, seguida por contracao
e paralisia. O tratamento com praziquantel (40 mg/kg a 60 mg/kg) é eficaz na reducdo da

morbidade, porém os resultados com o uso deste farmaco tém sido menos promissores do que
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0 esperado. Além de ndo atuar nas formas jovens do parasita, existem preocupagdes quanto a
resisténcia ao farmaco (FENWICK E WEBSTER, 2006; CIOLI et al., 2014). Desta maneira,
0 desenvolvimento de tolerdncia ou resisténcia ao praziquantel justifica-se a pesquisa de
novas moléculas para tratamento e profilaxia da esquistossomose.

E nocdo obsoleta que o desenvolvimento de novos farmacos é dispendioso e pode
demorar muitos anos para atingir o mercado. Neste seguimento, uma das op¢Ges pode estar no
reposicionamento de farmacos.

Estudos pilotos realizados pelo nosso grupo identificaram o itraconazol, um farmaco
antifingico, que apresentou acao antiparasitaria em adultos de S. mansoni. Estritamente, nas
concentragdes de 12,5; 25 e 50 uM observaram-se mortalidade em todos os helmintos machos
e fémeas no periodo de 24 horas.

OBJETIVO
Avaliar o efeito in vitro do itraconazol nos vermes adultos de Schistosoma mansoni.

METODOLOGIA

Os ensaios bioldgicos foram exercidos de acordo com os métodos caracterizados pelo
nosso grupo (DE MORAES et al., 2014; DE BRITO et al., 2017). Abreviadamente, 0s vermes
de ambos os sexos foram coletados por dissecacdo das veias intestinais de camundongos
Swiss fémeas através da técnica de perfusdo, eutanasiados 7 semanas ap0s a infeccdo. Os
farmacos foram solubilizados em DMSO e diluidos em meio RPMI. Para o ensaio in vitro, o
casal de vermes colocados em cada poco de uma placa de 24 pogos contendo meio RPMI
suplementado com soro fetal bovino a 10% e antibidticos, depois incubados a 37°C, em
atmosfera de CO. a 5%. Nas culturas de S. mansoni o itraconazol foi incubado nas
concentragdes de 50; 25 e 12,5 uM. Os parasitas foram monitorados por até¢ 72 horas, os
resultados foram avaliados utilizando um microscopio invertido ou lupa observando as
mudancas morfologicas, taxa de mortalidade e atividade motora. Vermes incubados em
DMSO (0,5%) serviram como controle negativo e 2 uM de praziquantel como controle
positivo. O experimento foi realizado em triplicata. As analises de Microscopia Eletronica de

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

RESULTADOS

O itraconazol apresentou resultados eficientes como atividade antiparasitaria nos
ensaios in vitro revelando atividade anti-helmintica deste composto, sendo submetido a dose
de 12,5 em que sua atividade motora teve reducdo de 30 %; 25 teve mortalidade de 100% em
48 horas e 50 UM teve mortalidade 100 % dentro de 24 horas, como observado na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacgédo do efeito anti-esquitossoma do itraconazol em diferentes doses
frente ao praziquantel em vermes adultos de S. mansoni.

Periodo de Vermes Reducéo da Atividade Motora (%) =
Grupo incubacéo Mortos (%) =
(h)
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
2 UM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
Imediato 0 0 0 0 0 0
itraconazol 24 100 0 0 0 100 100
50 uM 48 100 0 0 0 100 100
72 100 0 0 0 100 100
Imediato 0 0 60 60 0 0
itraconazol 24 30 60 60 30 30 60
25 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
Imediato 0 0 0 0 0 0
itraconazol 24 0 0 30 0 0 0
12,5 uM 48 0 0 30 30 0 0
72 0 0 30 30 0 0
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CONSIDERACOES FINAIS

Contudo a gravidade das helmintiases, sobretudo a esquistossomose, o farmaco
disponivel para o tratamento e controle dessa doenca é bastante limitado. Além do
desinteresse farmacéutico em se comercializar a producdo de novos farmacos para doencas
parasitarias. Por conseguinte, o reposicionamento de farmaco é uma estratégia viavel, devido
ao baixo custo e reducdo do tempo de pesquisa. Reservadamente, os diuréticos sdo
medicamentos seguros, pouco dispendiosos e tem sido amplamente utilizados. Ainda assim
seu mecanismo de a¢do como anti-helmintico ainda néo ter sido descrito, o0 itraconazol teve
atividade esquistossomicida significativa, causando alteracbes morfoldgicas no tegumento de
parasitas adultos. Simultaneamente, os resultados apresentaram o potencial efeito

antiparasitario do itraconazol.
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