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RESUMO

Reposicionamento da metildopa como agente anti-helmintico: estudo in vitro com

schistosoma mansoni

As doencas ditas como negligenciadas sdo enfermidades que atingem em sua maioria paises em
subdesenvolvimento, acometendo principalmente as camadas sociais mais baixas em condicoes
precérias de saneamento basico. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude essas patologias
atingem mais de 1 bilh&o de pessoas em todo mundo, dentre elas esta a esquistossomose, uma
das mais importantes em termos de taxa de morbidade, afetando 200 milhGes de pessoas
mundialmente. O tratamento da esquistossomose se limita a apenas um farmaco, o praziquantel.
Considerando-se que o financiamento de pesquisas para doencas negligenciadas é limitado e o
desenvolvimento de um novo farmaco € um processo Moroso e caro, 0 reposicionamento de
farmaco é uma estratégia auspiciosa. No presente estudo, ensaios in vitro mostraram que 0
farmaco metildopa, um anti-hipertensivo, apresentou acdo anti-helmintica frente aos vermes
adultos de Schistosoma mansoni. A metildopa na concentracdo de 50 UM reduziu a atividade
motora e causou 100% de morte nos esquistossomos adultos. Em face do exposto, com este
projeto pretende-se explorar a possibilidade de reposicionamento do anti-hipertensivo

metildopa como agente anti-helmintico.

PALAVRAS-CHAVE: esquistossomose, helmintiase, metildopa
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INTRODUCAO

As doengas negligenciadas conhecidas popularmente como “doencas da pobreza” sao
enfermidades que atingem as camadas sociais mais baixas, sem condi¢Ges adequadas de
saneamento bésico, moradia, trabalho e educacdo. Essas patologias acometem mais de 1 bilhdo
de pessoas no mundo e sdo responsaveis por milhares de mortes anualmente. Sabe-se que as
patologias causadas por helmintos representam um importante problema de salde publica em
diversos paises, e dentre elas a esquistossomose € uma das mais importantes em termos de taxa
de morbidade e mortalidade (WHO, 2017).

A esquistossomose também conhecida como bilharziose ou barriga d’agua ¢ uma
doenca infecciosa parasitaria negligenciada que atinge milhares de pessoas em 52 paises,
totalizando 219,9 milhdes de pessoas que necessitam de quimioterapia preventiva, dado que,
120,3 milhdes sdo criancas em idade escolar e 99,6 milhdes sao adultos (WHO, 2017). Trata-se
de uma helmintiase causada por parasitas trematddeos do género Schistosoma, onde ha trés
espécies principais que infectam o ser humano; Schistosoma haematobium, Schistosoma
japonicum, Schistosoma mansoni. Decorrem na Africa e no Oriente Médio, apenas 0 S. mansoni

é encontrado nas Américas e o S. japonicum na Asia (COLLEY et al., 2014).

O ciclo bioldgico desse parasita se inicia quando os vermes adultos de Schistosoma que
vivem nas veias mesentéricas humano depositam seus ovos, assim sendo eliminados através
das fezes (Schistosoma japonicum e Schistosoma mansoni) ou urina (Schistosoma
haematobium). Os ovos ao atingirem a agua doce eclodem ocorrendo a liberacdo de miracidios
que infectam o hospedeiro intermediario, o caramujo do género Biomphalaria. No caramujo
encontra-se estagios de esporocistos que através de forma assexuada dardo origem a milhares
de cercarias que serdo liberadas na 4gua ap0s 4-6 semanas. Na agua elas penetram a pele do
hospedeiro definitivo (mamifero) e passam a ser esquistossomulo que apos 5-7 semanas se
tornam adultos iniciando novamente a deposicdo de ovos (COLLEY et al., 2014). Como visto

na figura 1.
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Figura 1: Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
Fonte: Manual MSD Ciclo de vida simplificado do Schistosoma

A infeccdo com Schistosoma leva a uma série de deficiéncias cronicas e morbidades,
resultando em mé nutri¢do, diminuicdo das taxas de crescimento, retardo intelectual e déficits
cognitivos. (ASHBURN & THOR, 2004) As principais sintomatologias da doenca resultam da
resposta granulomatosa aos ovos do parasita aprisionados no tecido do hospedeiro. No estagio
mais avancado da doenca os granulomas podem evoluir para fibrose periportal hepatica e

hipertensdo portal, originando hepato-esplenomegalia 0 que pode ser fatal (MOLA et al., 1999).

No entanto, o tratamento da esquistossomose se limita a apenas um farmaco, o
praziquantel um derivado de pirazino-isoquilina PZQ1 que foi desenvolvido pela Bayer na
década de 1970. Este farmaco, administrado oralmente em dose Unica, atua contra todas as
especies do género Schistosoma que infectam o homem. O controle e tratamento dessa doenca

é baseado nesse medicamento ha mais de 40 anos (VALE et al., 2017) O PZQ é produzido em
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grande escala e é usado principalmente em medicina veterinaria. Na medicina humana, é usado
essencialmente como quimioterapia preventiva onde programas de tratamento em massa
implantam 100 milhdes de comprimidos anualmente, e espera-se que haja um crescimento
ainda maior na demanda por PZQ nos proximos anos (WOELFLE et al., 2011). Porém existem
desvantagens que contribuem para o tratamento ineficiente como diminui¢cdo ou auséncia
completa de atividade contra esquistossomos juvenis e casos de resisténcia e tolerancia devido
a administracdo em massa (VALE etal., 2017; WOELFLE et al., 2011; WANG W et al., 2012).

Sabe-se que a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos é um processo
moroso, que pode se estender de 10 a 17 anos até o medicamento ser comercializado e com a
probabilidade de sucesso inferior a 10%. Por conseguinte, o reposicionamento de farmaco é
uma estratégia auspiciosa pois traz fatores que permitem diminuicdo de anos de estudos, riscos
substanciais e custos, pode oferecer uma melhor compensacao de risco versus recompensa em
comparagao com outras drogas. Rotas mais curtas para os testes clinicos também sdo possiveis
porque processos como, triagem in vitro e in vivo, otimizagdo quimica, toxicologia, fabricacéo
em massa, desenvolvimento de formulacdo e até mesmo inicio dos testes clinicos foram
procedimentos ja realizados anteriormente (ASHBURN & THOR, 2004) O reposicionamento
de medicamentos é responsavel por aproximadamente 30% dos novos medicamentos e vacinas
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) nos Gltimos anos (JIN & WONG, 2014).

Estudos realizados pelo nosso grupo identificaram metildopa (Figura 2), um farmaco
anti-hipertensivo, com acéo antiparasitaria em adultos de S. mansoni ex vivo. Especificamente,
na concentracdo de 50 pM observou-se mortalidade em todos helmintos machos e fémeas no
periodo de 24 horas. Por outro lado, a acdo da metildopa na esquistossomose experimental

murina ainda ndo foi descrita.

HO

HO

Figura 2: Estrutura molecular metildopa. (Fonte: DrugBank database.)
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A Metildopa é um medicamento que pertence a um grupo de farmacos chamado agentes
simpatoliticos de acdo central, age diminuindo os impulsos do sistema nervoso central que
aumentam a pressdo arterial (ANVISA, 2014). E um inibidor da descarboxilase de aminoacidos
aromaticos em animais e seres humanos. O efeito anti-hipertensivo desse medicamento deve-
se ao metabolismo para alfametilnorepinefrina, que reduz a presséo arterial por estimulacao dos
receptores inibitorios alfadrenérgicos centrais, falsa neurotransmissdo e/ou reducdo da
atividade de renina plasmaética (MS, 2013) A Metildopa é farmaco de primeira escolha para o
tratamento da hipertensdo na gravidez devido a sua relativa seguranca com base em relatos
sobre a manutencao da estabilidade do fluxo sanguineo uteroplacental e hemodindmica fetal e
por ndo mostrar, em um estudo prospectivo de 7,5 anos, nenhum efeito adverso no

desenvolvimento das criangas expostas a Metildopa no utero ( SWEETMAN, 2003).

Em face do exposto, neste trabalho foi abordado a possibilidade de reposicionamento
do anti-hipertensivo metildopa como agente anti-helmintico.

OBJETIVO

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

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, ha preparacao
para ensaios bioldgicos in vitro os vermes de ambos 0s sexos foram coletados por dissecacéo
das veias intestinais de camundongos Swiss fémeas pela técnica de perfusao, eutanasiados 7
semanas apos a infeccdo. O farmaco foi solubilizado em DMSO e diluido em meio RPMI. Para
0 ensaio in vitro, um par de vermes foram transferidos para cada pogo de uma placa de cultura
de 24 pocos contendo meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% e antibioticos,
posteriormente incubados a 37°C, em atmosfera de CO2 a 5%. Nas culturas de S. mansoni a
metildopa foi incubada na concentragao de 50 uM. Os parasitas foram monitorados por até 72

horas e os efeitos foram avaliados utilizando um microscépio invertido ou lupa com énfase nas
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mudancas morfoldgicas, taxa de mortalidade e ovoposicdo. Vermes incubados em DMSO
(0,5%) serviram como controle negativo e 2 uM de praziquantel como controle positivo. O

experimento foi realizado em triplicata.

RESULTADOS

A Metildopa exibiu atividade antiparasitaria em uma série de trés experimentos. Eles
revelaram a atividade anti-helmintica desse anti-hipertensivo. Apds 24 horas de encubagdo a
Metildopa, na concentragdo de 50 pM, ocasionou totalidade da morte dos vermes (machos e

fémeas). Como observado na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo da porcentagem de morte e atividade motora dos vermes até 72h.

Grupo Periodo de Morte dos Atividade motora reduzida
incubacéo vermes (%) 2
(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)
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
Metildopa 24 100 100 0 0 100 100
50 uM 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

Na andlise de microscopia de luz, foi observada alteracbes na atividade motora, incluindo

contragdes e redugédo do comprimento do corpo.

CONSIDERACOES FINAIS
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Né&o obstante, além da gravidade da esquistossomose em si, seu tratamento, € limitado
a apenas um farmaco, o praziquantel, além disso existem desvantagens que contribuem para o
tratamento ineficiente como diminuicdo ou auséncia completa de atividade contra
esquistossomos juvenis (estagio pré-patente) e casos de resisténcia e tolerdncia devido a
administracdo em massa. Ademais, nao héa interesse comercial na producéo de novos farmacos
para doencas parasitarias. Consequentemente, o reposicionamento de farmaco é uma estratégia
viavel, devido ao baixo custo e reducdo do tempo de pesquisa e rotas mais curtas para os testes
clinicos também se tornam possiveis. Particularmente, a metildopa € um medicamento seguro
e tem sido amplamente utilizado em mulheres gestantes. Apesar de seu mecanismo de agédo
como anti-helmintico ainda ndo ter sido descrito, a metildopa teve atividade esquistossomicida
significativa, causando alteracbes morfoldgicas e morte dos parasitas adultos. Em conjunto, 0s
resultados mostraram o efeito antiparasitario potencial da metildopa.
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