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AT GUARULHOS

REPOSICIONAMENTO CLINICO DA DESLORATADINA COMO
AGENTE ANTIPARASITARIO: ESTUDO IN VITRO EM VERMES
ADULTOS DE SCHISTOSOMA MANSONI

RESUMO:

Introdugdo: O praziquantel é o Unico farmaco disponivel para o tratamento da
esquistossomose, Doenca Negligenciada causada por helmintos do género Schistosoma.
Considerando que 0s neurotransmissores sdo importantes alvos para drogas antiparasitarias,
associada a presenca de receptores para aminas biogénicas em helmintos a desloratadina tornou
se um farmaco promissor para os testes. De fato, a desloratadina interage com muitos receptores
diferentes. Destarte, faz-se necessaria novas alternativas terapéuticas contra helmintiases. Uma
abordagem para acelerar a descoberta de medicamentos é o "reposicionamento de farmacos".
Objetivo: Avaliar o efeito anti-helmintico da desloratadina in vitro em vermes adultos de
Schistosoma mansoni. Método: Atividade antiparasitaria da desoratadina foi avaliada in vitro
frente aos adultos de S. mansoni. Resultados: In vitro, desoratadina apresentou atividade
esquistossomicida (LC50 = 9.56 uM). Conclusédo: Em conjunto, considerando a importancia
do reposicionamento farmacos para Doencas Negligenciadas, os resultados deste estudo

indicam o potencial da desloratadina para tratamento da esquistossomose.

Palavras chave: Antiparasitario; Anti-histaminico; Desloratadina; Schistosoma mansoni.
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1. INTRODUCAO:

As doengas causadas por helmintos ocorrem principalmente nas camadas sociais pobres,
sem condicGes adequadas de moradia, de trabalho, de educacdo e de servigos sanitarios.
(STEINMANN P, 2006) Consideradas ‘“Doengas Negligenciadas”, também conhecidas como
“doengas da pobreza”, essas enfermidades acometem mais de um bilhdo de pessoas em um
universo de aproximadamente 150 paises. (COLLEY DG, 2014) As Doencas Negligenciadas
ndo sO prevalecem em condicGes de pobreza, mas também representam forte entrave ao
desenvolvimento dos paises e sdo determinantes na manutencdo do quadro de desigualdade.
(GRYSEELS B, 2006)

Em particular, a esquistossomose € a helmintiase mais importante em termos de
morbidade. Globalmente, estima-se que mais de 200 milhdes de pessoas sdo acometidas pela
esquistossomose, especialmente criancas e jovens em fase escolar. (ROSS AG, 2002). Descrita
em 1852 por Theodor Bilharz, a doenca é causada por trematddeos digenéticos sanguineos do
género Schistosoma. Hodiernamente, é cedico que seis espécies parasitam humanos.
Especificamente, trés espécies tém importancia global (Schistosoma mansoni, S. japonicum e
S. haematobium), enquanto infec¢cdes com outras espécies sdo limitadas a locais especificos (S.
guineenses, S. mekongi e S. intercalatum). (BLANCHARD TJ, 2004). No Brasil, Piraja da Silva
fez a descricdo completa do S. mansoni em 1908, cuja doenga, esquistossomose mansonica,
também ficou popularmente conhecida como Xxistose, Xistossome, doenca do caramujo e,
sobretudo, barriga d” agua.

Entre os varios fatores associados a patogenia da esquistossomose, 0S mais importantes
s80 a carga parasitaria, o que, por conseguinte, influencia diretamente no nimero de ovos, € a
resposta do sistema imunolégico de cada hospedeiro. (MORGAN JAT, 2001) No geral, a
esquistossomose € uma doenca que possui diversos mecanismos, como lesdes diretamente
ligadas a presenca local do agente etioldgico (cercérias, esquistossomulos, vermes adultos e
ovos), alteragdes hemodindmicas e reatividade imunoldgica, além de interagir e potencializar
outras patologias por agentes infecciosos em geral. Os ovos de S. mansoni s&o 0s precursores
das reacdes granulociticas causadoras da morbidade. Por sua vez, nas formas mais graves ha

predominancia de hepatoesplenomegalia e fibrose periportal. (PARAENSE WL, 2001)
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Figura 1. Ciclo de vida do Schistosoma mansoni. Fonte: CVE (2005).

Infelizmente, a quimioterapia € a principal forma de controle da esquistossomose.
(SECOR WE, 2006) Neste caso, o tratamento € baseado apenas em um farmaco, o 2-(ciclo-
hexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona,  praziquantel.
Administrado oralmente em dose Unica, praziquantel atua contra todas as espécies do género
Schistosoma que infectam o homem. (WILSON MS, 2007) O praziquantel tem sido estudado
experimentalmente em animais desde a década de 1970, mostrando-se eficaz contra infestacGes
de varias espécies de trematddeos e cestodeos. (DOENHOFF MJ, 2000) A acdo anti-helmintica
do praziquantel ainda ndo foi totalmente elucidada.(CIOLI D, 2003) Sabe-se que o farmaco
causa alteracdo dos canais de Ca®* dos esquistossomos, aumentando a permeabilidade da
membrana do helminto a certos cations monovalentes e divalentes, principalmente o calcio que
leva a intensificacdo da atividade muscular, seguida por contracao e paralisia. (BENNETT JL,
1997).

A dependéncia de apenas um farmaco é preocupante. Em 2016, por exemplo, 218 milhGes

de pessoas receberam tratamento farmacoldgico preventivo contra a esquistossomose. Ressalte-
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se que 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%. (CIOLI D. ET AL, 2014) Além de ndo
atuar nas formas jovens do parasita, 0 que eleva a taxa de reinfec¢des, existem preocupacgdes
quanto a resisténcia ao farmaco. (LIANG YS, 2001; DOENHOFF MJ, 2002) Destarte,
considerando a existéncia de apenas um medicamento, nosso grupo de pesquisa tem envidado
esforcos na busca por novos agentes esquistossomicidas. Revisdo recente do nosso grupo
mostra que desde o inicio do tratamento quimioterapico para a esquistossomose (década de
1910) até o ano 2017, menos de 100 compostos atingiram a fase para estudos em animais.
(MORAES J, 2012)

Ante os fatos mencionados, a esquistossomose, assim como outras Doencas
Negligenciadas, tem recebido pouco investimento em pesquisa sobre novos farmacos nos
altimos anos. De fato, com pouco financiamento, o conhecimento produzido nao se reverte em
avancos para o desenvolvimento e ampliagdo de acesso a novos farmacos, metodos
diagndsticos, vacinas ou outras tecnologias. (WHO, 1995; WHO 2012) Uma das razfes para
esse quadro € o baixo interesse da industria farmacéutica, justificado pelo reduzido potencial
de retorno lucrativo para a industria, uma vez que a populacao atingida é de baixa renda.

N&o obstante a importancia de novos agentes anti-helminticos, é nocdo cedica 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. Diversas drogas tém sido usadas com sucesso para quimioprofilaxia e
tratamento de doencas infecciosas. Miltefosina, anfotericina B, cloroquina e quinina sao
exemplos de drogas reposicionadas com sucesso. (LAGO EM, 2018; FERNANDEZ
RME, 2017; SINGH S, 2018; BRILHANTE RSN, 2018) No ambito dos helmintos do género
Schistosoma, estudos recentes do nosso grupo mostraram o efeito anti-helmintico do anti-
inflamatério ndo esteroidal diclofenaco de sodio. Ademais, realizando uma triagem com
farmacos diuréticos nosso grupo descreveu o efeito esquistossomicida in vitro e in vivo da

espironolactona, um diurético poupador de potassio. (GUERRA,2018)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Rivero%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28601403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Rivero%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28601403
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Ainda no que concerne a busca e desenvolvimento de drogas, algumas estratégias de drug
design para candidatos a farmacos fundamenta-se no conhecimento fisiopatoldgico e na
consequente eleicdo do alvo terapéutico mais adequado. (MORAES JD, 2011 ; ANDREWS
KT, 2014) Nesse contexto, o sistema neuromuscular dos helmintos é considerado importante
alvo para drogas. Mais detalhadamente, no tocante a fisiologia da neurotransmisséo, nos
platelmintos existe um sistema de comunicacdo rapida envolvendo um sistema lento, que usa
peptideos como mensageiros. (JUTEL M, 2005)

Em particular, a histamina, € um potente mediador de numerosas reacoes de baixa massa
molecular (aminas biogénicas e acetilcolina) e fisiologicas, pertence a classe das aminas
biogénicas e é sintetizada a partir do aminoéacido histidina, sob ac¢éo L-histidina decarboxilase
(HDC). (ASHINA K, 2015) Essa amina biogénica foi identificada em extratos brutos de
diversos platelmintos parasitas das classes Cestoda e Trematoda. Alguns trematoides tém
excepcionalmente altos niveis de histamina endogena. Parasitas de anfibios, como o
Haplometra cylindracea (ZEDER, 1800) tem uma das maiores concentracdes de histamina ja
relatadas no Reino Animal, cuja distribuicdo é generalizada no sistema nervoso central e
periférico do verme. (RIBEIRO P, 2015) No geral, a maioria dos estudos até 0 momento sugere
que histamina de parasitas € obtida a partir do hospedeiro através de transporte tegumental,

possivelmente por simples difusdo. (RIBEIRO P, 2015)

Embora presente nos platelmintos, o papel biolégico da histamina ainda ndo foi
elucidado. N&o obstante, ha evidéncias para sugerir uma funcdo neuromuscular. Por exemplo,
aplicado exogenamente, a histamina afeta a motilidade de alguns vermes, de maneira dose-
dependente. Outrossim, receptores para histamina foram descritos em S. mansoni e foi sugerido
um modelo para o papel da interacdo da histamina com o verme e seu hospedeiro. No caso, 0
aludido modelo sugere duas maneiras: uma é através de receptores responsivos localizado em
terminagdes nervosas sensoriais da superficie do parasita, e a outra, por um mecanismo que
envolve o transporte do tegumento e, em seguida, a captacdo para o parasita via transportadores
especificos dos neurdnios (Figura 2). (METTRICK DF, 1963 GUSTAFFSON, 1987)
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Figura 2. Modelo para o papel da histamina na relacdo parasito-hospedeiro. Fonte: Ribeiro (2015)

A desloratadina é um derivado de piperidina de acdo prolongada com propriedades anti-
histaminérgicas H1 e ndo sedativas seletivas. A desloratadina diminui os efeitos
histaminérgicos tipicos nos receptores H1 no musculo liso brénquico, capilares e masculo liso
gastrointestinal, incluindo vasodilatacdo, broncoconstricdo, aumento da permeabilidade
vascular, dor, coceira e contragdes espasmodicas do musculo liso gastrointestinal. A
desloratadina é usada para proporcionar alivio sintomatico dos sintomas alérgicos. A
desloratadina € um antagonista dos receptores da histamina H1. O mecanismo de acdo da

desloratadina é como um antagonista dos receptores H1 da histamina .(PUBCHEM 2019)

Dessa forma, o conhecimento sobre sua farmacocinética e caracteristicas
farmacodinamicas torna-se importante aos ensaios pré-clinicos realizados no presente estudo.
(Tabela 1).

Tabela 1. Informacd@es farmacolégicas da desloratadina e praziquantel.

Farmaco Massa Log Biodisp. Meia-Vida
(g/mol) P oral (T12)

Desloratadina 310,8 32 83%-87%) 27h

Praziquantel 312413 25 80% 0.8-15h

Fonte: PubChem Compound e DrugBank database.
DL 50 em camundongos(*).
Né&o Determinado (ND).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/piperidine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Histamine
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Histamine
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Devido a dificuldade de descobrir novas drogas esquistossomicidas, e a quantidade de
tempo para serem liberadas para o consumidor, uma boa alternativa foi usar o reposicionamento
de farmacos. Neste estudo foi demonstrado que o anti-histaminico desloratadina obteve
atividade antiparasitaria, tanto na mortalidade e motilidade quanto na reducdo da oviposicéo.
Nesse sentido, é fundamental o uso dessas substancias farmacoldgicas e toxicoldgicas ja
conhecidas e que ja obtiveram a aprovacao das agéncias reguladoras, para que, juntamente com
0 prazigquantel, possam auxiliar no combate a essa doenca que atinge grande parte da populacéo

mundial.

2. OBJETIVOS:
Avaliar o efeito Anti-helmintico do farmaco Desloratadina em Schistosoma mansoni.
Determinar a Concentragéo Letal 50% (LC 50).

3. QUESTAO DE PESQUISA:

Os resultados esperados nesse projeto trardo um melhor entendimento do processo de
mecanismo de acdo dos compostos com atividade antiparasitaria, sendo de extrema importancia
essa abordagem, uma vez que corresponde a uma doenca pouco estudada pelos grandes centros
de Pesquisa e Desenvolvimento mundiais, contribuindo dessa forma, para o Desenvolvimento

Cientifico e Tecnoldgico.
4. METODOLOGIA:
4.1 Animais

Mantém-se um ciclo de moluscos do género Biomphalaria em laboratério, onde sdo
infectados com miracidios recém eclodidos de ovos, através de uma técnica de exposicdo a luz
realizada no Nucleo de Pesquisa em Doencas Negligenciadas (NPDN). Os camundongos
SWISS recém-desmamados foram obtidos da empresa ANILAB ® para manutencao do ciclo.
Espera- se um dia até que 0s animais se adaptem ao ambiente e apds esse tempo iniciamos o
procedimento. Os caramujos sdo expostos a luz, realizando assim a liberacdo de cercérias para

infeccdo nos camundongos. Os animais foram infectados com 80 cercarias de S. mansoni
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(linhagem BH). Todos os camundongos foram mantidos sob condi¢cdes ambientais controladas
(temperatura 25 ° C, umidade 70%) e tiveram acesso a agua filtrada e alimentada com racéo
para roedores. (MORAES, 2015).

4.2. Comite de Etica

Procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com a legislacdo
brasileira. O protocolo de manutencéo do ciclo de vida de S. mansoni foi aprovado pelo comité

de ética local em testes em animais.

4.3 Avaliacdo da desloratadina in vitro

Vermes adultos (49 dias), recém recuperados de hospedeiros roedores, foram colocados
em pares e lavados cuidadosamente em meio RPMI 1640 mantido a pH 7,5 com 25 mM de
HEPES suplementado com 10% de soro fetal bovino e contendo 200 Ul / mL de penicilina e
estreptomicina 200 pg / ml. Apos a lavagem, os esquistossomas foram incubados em uma placa
de cultura de células de 24 pocos posteriormente colocados em estufa, contendo 0 mesmo meio
a 37 ° C em atmosfera com 5% de CO2. (MORAES, 2015).

Os farmaco descrito utilizado para obter concentracGes de teste finais de 50 a 6,25 uM
(50, 25, 12,5 € 6,25uM ) em placas de cultura com um volume final de 1 ml. Os parasitas foram
mantidos por 72 horas e monitorados a cada 24 horas usando um microscopio invertido. O
efeito do medicamento foi avaliado com énfase nas mudancas na atividade motora e morte dos
vermes. Mudancas no acasalamento e producdo de ovos também foram avaliadas. Todos esses
testes foram realizados em triplicatas (MORAES, 2015).

4. RESULTADOS:

Os resultados serdo apresentados a seguir em forma de tabelas e foram discutidos nas

consideracoes finais:

Tabela 4. Atividade antiparasitaria (CLso) dos farmacos anti-histaminico em Schistosoma mansoni adulto.

Geragao Classes Farmaco ClLso (LM) IC95%
2° Piperidina Desloratadina 9,56 7,72 —-12,06
Concentragdo Letal 50% (CLso).
Intervalo de Confianga 95% (IC).
N&o Determinado (ND)
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Table 1. Efeito in vitro da desloratadina contra verme adulto Schistosoma mansoni com idade
de 42 dias de vida.

. Morte dos Redugdo de atividade motora
Periodo de a
) . vermes (%)

Grupo incubagdo (%)? Moderada Significante

(h) M F M F M F

Controle 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0

0.5% DMSO 24 0 0 0 0 0 0

48 0 0 0 0 0 0

72 0 0 0 0 0 0
Praziquantel 24 100 100 0 0 100 100
2 M 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100
Desloratadina 24 100 100 0 0 100 100
50 uMm 48 100 100 0 0 100 100
72 100 100 0 0 100 100

25 uMm 24 0 0 60 60 0 0

48 0 0 60 60 0 0

72 60 0 100 60 60 0

12.5 uM 24 0 0 30 30 0 0

48 0 0 60 30 0 0

72 100 0 100 100 100 0

Experimento realizado em triplicata

5. CONSIDERACOES FINAIS:

O ensaio in vitro demonstrou que 0s esquistossomos incubados com o farmaco
desloratadina apresentaram alteracdes em sua atividade motora e aumento na mortalidade de

maneira dependente da concentracéo.

Imagens de microscopia eletronica de varredura indicaram que a estrutura tegumentar estava
alterada tanto em machos quanto em fémeas de S. mansoni e intensificou-se progressivamente
quando a concentracdo de desloratadina aumentou. Essas alteracdes morfoldgicas foram

semelhantes as relatadas em estudos com outros compostos anti-helminticos.
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Esses resultados indicam que a desloratadina poderia ser um tratamento potencial para
a esquistossomose, isoladamente ou em combinag¢do com o praziquantel, e tornd-lo promissor

para o reposicionamento de farmacos.
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