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RESUMO

A esquistossomose mansoni € uma parasitose cronica causada pelo verme
trematddeo sanguineo Schistosoma mansoni, a qual representa grande preocupacgao
na saude publica mundial. Atualmente, Praziquantel (PZQ) é a unica estratégia
farmacoldgica utilizada no tratamento e controle da esquistossomose. No entanto,
PZQ néo previne a reinfeccdo, ndo atua sobre os estagios imaturos do verme e a
emergéncia de resisténcia ao farmaco preocupa as comunidades médicas e de
pesquisa na busca por novos compostos esquistossomicidas. Sanguinarina (SA) é
uma molécula com promissora atividade antiparasitaria contra protozoarios e
helmintos. Tradicionalmente, a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos
apresenta elevado custo de producao e tempo. Por isso, nos ultimos anos pesquisas
tem investido no reposicionamento de moléculas contra novos alvos terapéuticos,
além de utilizar a predicao in silico da farmacocinética como ferramenta para auxiliar
0s pesquisadores na tomada de decisbes, economia de tempo e reducao de custos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar in silico os parametros farmacocinéticos (ADMET)
e in vitro a atividade esquistossomicida da SA sobre diferentes estagios do S.
mansoni. Parametros ADMET e biodisponibilidade oral foram avaliados por meio das
plataformas PKCSM e SwissADME, respectivamente. A atividade de SA in vitro, nas
concentracdes de 1.0 — 25 yM, foi analisada por meio dos parametros de motilidade
e mortalidade, e viabilidade celular dos vermes em intervalos de 3 — 24h. Para o ensaio
in vitro, cercarias de S. mansoni foram mecanicamente transformadas em
esquistossébmulos e camundongos foram infectados com cercarias para a
recuperacdo, por perfusdo do sistema porta hepatico, de vermes jovens e casais
adultos no 21° e no 45° dia de infeccdo, respectivamente. Os critérios utilizados para
avaliar a atividade esquistossomicida foram a taxa de mortalidade, escore de
motilidade e viabilidade celular, determinada pelo ensaio de citotoxicidade utilizando
3-(4,5-dimetiltiazolidinicos-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). In silico, SA demonstrou
perfil ADMET e biodisponibilidade oral adequados. In vitro, SA mostrou atividade
esquistossomicida contra esquistossémulos, vermes jovens e casais de vermes
adultos, com mortalidade total e reducdo da viabilidade celular em baixas
concentracdes e tempo de incubacdo. Os achados deste trabalho demonstraram o
potencial terapéutico de SA e corroboram com a busca internacional por moléculas

esquistossomicidas.



ABSTRACT

Schistosomiasis mansoni is a chronic parasitic disease caused by the blood trematode
worm Schistosoma mansoni, which represents a major concern in global public health.
Currently, Praziquantel (PZQ) is the only pharmacological strategy used in the
treatment and control of schistosomiasis. However, PZQ does not prevent reinfection,
does not act on the immature stages of the worm and the emergence of resistance to
the drug worries the medical and research communities in the search for new
schistosomicidal compounds. Sanguinarine (SA) is a molecule with promising
antiparasitic activity against protozoa and helminths. Traditionally, the research and
development of new drugs involves high production costs and time. Therefore, in
recent years, research has invested in repositioning molecules against new therapeutic
targets, in addition to using in silico prediction of pharmacokinetics as a tool to assist
researchers in decision-making, saving time and reducing costs. The objective of this
study was to evaluate in silico the pharmacokinetic parameters (ADMET) and in vitro
the schistosomicidal activity of SA on different stages of S. mansoni. ADMET
parameters and oral bioavailability were evaluated using the PKCSM and SwissADME
platforms, respectively. SA activity in vitro, at concentrations of 1.0 — 25 uM, was
analyzed using motility and mortality parameters, and cell viability of the worms at
intervals of 3 — 24h. For the in vitro assay, S. mansoni cercariae were mechanically
transformed into schistosomula, and mice were infected with cercariae to recover, by
perfusion of the hepatic portal system, young worms and adult couples on the 21st and
45th day of infection, respectively. The criteria used to evaluate schistosomicidal
activity were the mortality rate, motility score and cell viability, determined by the
cytotoxicity assay using 3-(4,5-dimethylthiazolidinic-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
(MTT). In silico, SA demonstrated adequate ADMET profile and oral bioavailability. In
vitro, SA showed schistosomicidal activity against schistosomula, young worms and
adult worm couples, with total mortality and reduced cell viability at low concentrations
and incubation time. The findings of this work demonstrated the therapeutic potential

of SA and corroborate the international search for schistosomicidal molecules.
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1 INTRODUCAO

Dentre as doencas tropicais negligenciadas, a esquistossomose representa um
grave problema de saude publica mundial. Notificada em 78 paises, estima-se que
236 milhdes de pessoas estéo infectadas e mais de 775 milhdes vivem sob o risco de
infeccdo (WHO, 2023). E causada pelos vermes trematddeos sanguineos do género
Schistosoma spp. endémicos, especialmente, em areas tropicais e subtropicais com
baixos indices de desenvolvimento social e econdmico (Klohe et al., 2021). Além dos
determinantes soOcio-ambientais que favorecem a disseminacdo da doenca, sao
escassos 0s investimentos do setor industrial para a busca de novas alternativas
terapéuticas (Aruleba et al., 2019).

As principais espécies para a saude humana sdo Schistosoma mansoni, S.
japonicum, e S. haematobium, sendo S. mansoni a espécie com maior prevaléncia em
paises das Ameéricas, incluindo o Brasil. A manutencdo da transmissdo se deve a
presenca dos hospedeiros intermediarios, moluscos das espécies Biomphalaria
glabrata, B. tenagophila e B straminea, sendo B. glabrata a espécie nativa e mais
encontrada no Brasil (Carvalho et al., 2018).

E estimado que 1,5 milhdes de individuos estdo infectados em 18 estados
brasileiros, com casos concentrados na regido Nordeste em areas costeiras e no
trajeto de bacias hidrogréaficas (Barreto; Lobo, 2021; Dubeux et al., 2019; Katz, 2018).
Pernambuco tem uma das maiores taxas de Obito por esquistossomose no Brasil, e
102 municipios sdo considerados endémicos, especialmente cidades da Zona da
Mata e litoral, incluindo a regido Metropolitana do Recife (De Araujo Soares et al.,
2019; WHO, 2022).

A patogenia da esquistossomose mansoni envolve o comprometimento
hepatoesplénico e gastrointestinal associado a migracdo e desenvolvimento dos
vermes e da postura dos ovos. As modificagcbes hemodinamicas e bioquimicas do
figado e intestino, inflamacao granulomatosa hepatica e intestinal, hipertensao portal,
hepatoesplenomegalia, varizes esofagicas e fibrose sao resultantes, principalmente,
do acumulo de antigenos soluveis dos ovos (SEA) nos tecidos (Gryssels, 2012,
Aboueldahab; Elhussieny, 2016).

Atualmente, o Praziquantel (PZQ) é a unica estratégia farmacoldgica para
diminuir a prevaléncia e incidéncia da esquistossomose. E considerado seguro e

efetivo, mas n&ao previne contra novas infeccdes, contra reagdes granulomatosas que
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envolvem a patogenia da doenca e ndo atua sobre formas imaturas do verme. Os
relatos de resisténcia e/ou tolerancia de cepas de Schistosoma ao PZQ preocupam a
comunidade cientifica quanto a urgéncia de buscar novas moléculas candidatas
esquistossomicidas (Zhang; Coultas, 2013; Aboueldahab; Elhussieny, 2016; Metwaly
et al., 2020).

Produtos naturais representam possiveis alternativas farmacologicas, com
perfil de atividade melhorado e maior espectro de acao contra diferentes estagios
evolutivos. Dentre produtos provenientes do metabolismo vegetal estdo os alcaloides,
um grupo heterogéneo de compostos derivados do metabolismo secundario das
plantas com diferentes estruturas e diversas funcées (Gryssels, 2012; McManus et al.,
2018; WHO, 2022).

Sanguinarina (SA) [13-metil(1,3)benzodioxol(5,6-c)1,3-dioxolano(4,5-1)
fenantridinio] € um alcaloide encontrado nas espécies de plantas da familia
Papaveraceae. O efeito parasitario da sanguinarina foi visto contra parasitas de
importancia médica e veterinaria, tais como Dactylogyrus intermedius (Wang et al.,
2010), Trichinella spiralis (Huang et al., 2020), Ichthyophthirius multifiliis (Yao et al.,
2010), Trypanosoma brucei e T. congolense (Merschjohann et al., 2001), Leishmania
mexicana (Escalona-Montafio et al., 2021) e contra vermes adultos e cercarias de S.
mansoni (Zhang; Coultas, 2013).

Na busca por novos candidatos a farmaco, ferramentas de predicao
farmacocinética sao Uteis para orientar os esforcos da pesquisa, a tomada de
decisbes, economizar tempo e reduzir os custos (Gupta et al., 2021). Além disso,
podem ser utilizadas para definir a dosagem adequada durante os ensaios clinicos de
seguranca e efichcia em humanos, reduzindo o nimero de moléculas que sao
reprovadas nestas etapas (Pires; Blundell; Ascher, 2015; Urso; Blardi; Giorgi, 2002).
O objetivo desse trabalho é avaliar, in silico, os parametros farmacocinéticos e a
atividade esquistossomicida, in vitro, da sanguinarina sobre diferentes estagios do S.

mansoni.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) sdo um grupo de doencgas e agravos
predominantes em areas tropicais e subtropicais do planeta, que acometem
populacdes com baixo poder socioecondmico e politico, sendo importantes causas de
morbimortalidade mundial, causadoras de estigma e discriminagédo (Bodimeade;
Marks; Mabey, 2019; Engels; Zhou, 2020).

Considerada uma DTN, a esquistossomose é uma parasitose crénica causada
por vermes trematdédeos sanguineos do género Schistosoma spp. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) considera a esquistossomose como uma das DTNs de maior
preocupacao na saude publica mundial e importancia de erradicacéo. E endémica em
78 paises, com mais de 236 milhdes de pessoas infectadas e mais de 775 milhdes
em areas com elevado risco de infec¢cdo (WHO, 2023).

A primeira menc¢do ao verme do género Schistosoma ocorreu no Egito em
1851, quando o médico e parasitologista alemdo Theodor Maximilian Bilharz
descreveu a presenca de um organismo longo e branco em sangue proveniente da
veia porta de um jovem, durante autdpsia (Bilharz, 1853 apud Di Bella, 2018). Além
disso, também relatou ovos com espicula terminal nas fezes de outros individuos
(Tan, 2007). Nomeou o0 novo organismo como Distomum (Schistosoma) haematobium
(Coon, 2005). Mais tarde, em 1902, o médico escocés Patrick Manson reportou a
presenca de ovos com espiculo lateral nas fezes de um paciente que residiu na regiao
das ilhas do Caribe (Manson, 1902). Baseado nos relatos de Manson, Louis Westenra
Sambon, médico italiano que atuou na Escola de Medicina Tropical de Londres,
sugeriu tratar-se de uma nova espécie e nomeou de Schistosoma mansoni, em
homenagem a Patrick Manson (Coon, 2005; Katz, 2008).

Das 16 espécies conhecidas de Schistosoma que infectam homens e animais,
seis sdo capazes de causar morbidades de relevancia médica e epidemioldgica,
sendo estas: S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. guineensis, S. intercalatum e
S. haematobium (Barreto; Lobo, 2021). A distribuicdo geografica das espécies é ampla
em areas de baixo desenvolvimento social e econémico, marcadas pela desigualdade,
falta de saneamento basico e dificil acesso a agua potavel e servicos de saude
(Santos; Heller, 2023). Além disso, as caracteristicas ambientais como o clima,

presenca de agua fresca viavel para a manutencdo do ciclo biolégico do verme,
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presenca do hospedeiro intermediario e proximidade da populagcéo a corpos de agua
contaminada contribuem para a manutencdo da transmissédo (McManus et al., 2018)

S. haematobium é a espécie mais comum na Africa Subsaariana e Oriente
Médio. No japéo, no fim dos anos 1970, investimentos em acdes de controle levaram
a eliminacéo de S. japonicum, entretanto, ainda € uma espécie endémica na China,
Filipinas, e com focos de transmissdo na Indonésia. S. mansoni € uma espécie
endémica na Africa Subsaariana, Brasil, llhas do Caribe, Porto Rico, Suriname e
Venezuela. As outras espécies, S. guineensis e S. intercalatum, sdo de menor
prevaléncia global, com maioria dos casos reportados na Africa Ocidental e Africa
Central. S. mekongi restringe-se ao sul do Camboja e regides ao longo do rio Mekongi
na Republica do Laos (Katz, 2018) (Figura 1).

S. guineensis, S. intercalatum, S. haematobium e S. mansoni infectam
principalmente os seres humanos. S. mansoni também pode afetar roedores e
primatas nao-humanos, embora a relevancia da transmissdo zoonética para a
infeccdo humana n&o esteja bem esclarecida. Por outro lado, S. japonicum e S.
mekongi s@o espécies altamente zoonoticas, relacionadas a transmissdo entre

humanos e animais (Neves, 2016).

Figura 1 - Distribuicao geografica das principais espécies de Schistosoma spp

¥
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Fonte: adaptado de Gryseels et al. (2012)
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Esquistossomose intestinal e urogenital sdo as duas principais manifestacoes
da doenca, sendo S. mansoni, S. japonicum, S. mekongi, S. guineensis e S.
intercalatum causadores da forma intestinal e S. haematobium o agente responsavel
pela esquistossomose urogenital (Gryseels et al., 2015).

Nas Américas do Sul e Central, Schistosoma mansoni € a espécie mais
prevalente e estima-se que no Brasil ha mais de 1,5 milhdes de infectados distribuidos
em 18 estados brasileiros, com casos concentrados em areas costeiras e bacias
hidrogréficas da regido Nordeste (Dubeux et al., 2019; Katz, 2018). Essas areas
proporcionam condi¢cdes propicias ao desenvolvimento de moluscos do género
Biomphalaria spp., hospedeiros intermediarios do helminto. Destacam-se trés
espécies principais, a B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea, sendo o B. glabrata
a espécie nativa, e mais encontrada no Brasil (Barreto; Lobo, 2021).

A introducéo da esquistossomose no Brasil se deu por meio do comércio de
escravos, oriundos da costa ocidental do continente africano, para trabalhar nas
lavouras de agucar. O desembarque realizado, principalmente, nos portos de Recife
e Salvador deu inicio a transmisséo da doenca entre os estados do nordeste brasileiro.
Com o declinio da producéo acucareira e inicio do ciclo do ouro e diamantes, no século
XVIII, a doenca foi disseminada pelo intenso fluxo migratério para outras regides do
pais, com focos endémicos em Minas gerais e Parana (Figura 2) (Brasil, 2014).

E esperado que o percentual de positividade nacional para esquistossomose
esteja abaixo de 5%. Dados do ultimo boletim epidemiolégico apontam reducéo de
4,7% em 2010 para 3,6% em 2021. Entretanto, € valido destacar que a populacao de
estudo diminuiu consideravelmente nos ultimos anos, especialmente em 2020.
Ademais, apesar da média nacional estar dentro da meta esperada, quando
investigado por localidades o percentual de positividade ainda apresenta médias (5%
e <25%) e altas (225%) positividades, sobretudo em localidades da regido nordeste
(Brasil, 2022a).

Entre 2010 e 2022, foram registradas 2.389 internac¢des por esquistossomose,
e apesar da diminuicdo no nimero de pacientes com formas hepatoesplénicas graves,
a taxa de mortalidade exibe pouca variagdo, reduzindo de 0,26/100.000, que
representa 514 Obitos para cada cem mil habitantes em 2010, para uma taxa de
0,23/100.000 (482) em 2022 (Brasil, 2022a). No periodo citado, foram registrados
6.130 obitos, com uma media anual de 472. Esses dados indicam limitagbes nas

acOes de controle da doenga no pais (Da Paz et al., 2021).
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Figura 2 - Expansédo da esquistossomose no Brasil.

B Area endémica inicial (até 1920)

— Expans3o dapois de 1820, com o
ano da descobaria do navo foco

Area de transmiss3o endémica

Fonte: Brasil (2014, p. 14)

7

A esquistossomose é endémica em vasta extensdo territorial brasileira,
especialmente nas regides nordeste e sudeste, sendo relacionada aos determinantes
sociais da saude, principalmente em areas com maior desigualdade social. O Brasil
ainda € um pais subdesenvolvido, com notaveis disparidades socioeconémicas e
sanitarias que refletem na transmisséo e prevaléncia da doenca (Da Paz et al., 2021).
Saneamento, posic¢ao social, ocupacéo laboral, lazer, nivel de educacéo e informacéao
da populacdo exposta ao risco da doenca influenciam, em maior ou menor
intensidade, no risco de infeccéo (Colley, 2014).

Atualmente, Alagoas, Bahia, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Sergipe, Espirito Santo, Maranhdo e Minas Gerais sdo consideradas areas
endémicas, e as maiores taxas de 6bitos verificadas no pais concentram-se nesses
estados (Brasil, 2022b).
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Pernambuco tem 102 municipios considerados endémicos, especialmente
cidades da Zona da Mata e litoral, incluindo a regido Metropolitana do Recife (De
Araljo Soares et al., 2019). E detentor da maior taxa de 6bito por esquistossomose
no Brasil, com 809 6bitos (taxa de 8,85/100.000495) no periodo de 2010-2014, e 495
Obitos (taxa de 5,10/100.000) em 2019-2022 (Brasil, 2022b). Historicamente, no
estado, a infeccdo humana por S. mansoni esteve ligada ao contexto rural, devido as
condi¢cbes propicias para transmissdo, como o contato com agua de rios durante
atividades de pesca e agricultura (Coutinho et al., 1997).

A ocorréncia urbana de esquistossomose relaciona-se com a migracao de
pessoas infectadas da zona rural para os centros urbanos em busca de trabalho e
melhores condicbes de vida. A presenca e adaptacdo do vetor da doenca ao
desenvolvimento urbano, sobretudo ao crescimento desordenado e sem condi¢gbes
sanitarias adequadas, favorece o estabelecimento da transmissdo nos grandes
centros (Barbosa et al., 2015; Gomes et al., 2022).

Porto de Galinhas, em Pernambuco, é considerada um dos destinos turisticos
mais procurados do Brasil. A ocupacdo do espaco nesta localidade se deu por
intensas construcdes do ramo hoteleiro e gastronémico privilegiando a regido costeira
por seus atributos paisagisticos naturais, enquanto espacos periféricos de intenso
povoamento se formaram sem infraestrutura sanitaria adequada favorecendo a
formacdo de focos de caramujos vetores da esquistossomose (B. glabrata e B.
straminea) (Barbosa et al., 2015). A falta de esgotamento sanitario na regido periférica
aos centros turisticos relaciona-se com deficiéncia de escoamento da agua
proveniente da chuva e do mar, favorecendo a ocorréncia de alagamentos (Gomes et
al., 2022). No ano 2000, 662 casos da doenca foram registrados em Porto de Galinhas
apos enchente do rio Ipojuca, causada por fortes chuvas, que deslocou caramujos
contaminados por S. mansoni para ruas e residéncias (Barbosa et al.,, 2001). A
prevaléncia da doenca nessa regido diminuiu ao longo dos anos, entretanto continua
a ser uma area endémica, na qual a estacdo chuvosa tem direta relacdo com o
aumento de casos (Oliveira et al., 2013).

Em 2011, o governo estadual de Pernambuco priorizou o combate e controle
da esquistossomose mansonica, através de ac¢des estratégicas do Programa SANAR
(Programa de Enfrentamento as Doencas Negligenciadas do Estado de Pernambuco).
Dentre as condutas, foi realizado o tratamento coletivo em regides hiperendémicas,

bem como o treinamento de profissionais e adequacéo laboratorial para aumentar a
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capacidade de realizacdo de exames, a fim de estimular a vigilancia ativa
(Pernambuco, 2013). No entanto, as repercussdes dessas acdes ainda precisam ser
melhor avaliadas pois, apesar dos esfor¢os, a esquistossomose em Pernambuco
continua a ser uma importante causa de mortalidade e um grave problema para a
saude publica do estado (Brasil, 2022b).
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2.2 CICLO DE VIDA DE S. mansoni E DESENVOLVIMENTO NO HOSPEDEIRO
DEFINITIVO

S. mansoni € um verme com ciclo de vida do tipo heteroxénico, ou seja, possui
fase assexuada e sexuada de reproducéo (figura 3) (Souza et al., 2011). Os casais de
vermes adultos localizam-se, principalmente, nos ramos da veia porta e vasos
mesentéricos, onde ocorre a reproducao sexuada. Apés a copula, as fémeas realizam
a postura de ovos, ainda imaturos, nas vénulas da submucosa intestinal (Lenzi et al.,
2008). ApoOs a maturacdo, os ovos alcancam o limen intestinal, sendo uma parte
liberada no ambiente externo por meio das fezes do hospedeiro, enquanto outra parte
é embolizada até o figado e intestino, acumulando-se nesses tecidos (Islam et al.,
2019; Rocha, 2018;).

Dos ovos maduros que alcancam a agua, eclode o miracidio. Condicdes
ambientais como temperatura (28° C), luminosidade, nivel de oxigenacdo e baixa
osmolaridade da &gua sao aspectos relevantes para a eclosdo, pois causam a
movimentacao intensa da larva dentro do ovo causando a ruptura da casca (Neves,
2016; Wilson et al., 2007). Apés a liberacédo, o corpo ciliado dos miracidios permite a
movimentacdo no ambiente aquatico e, por meio de quimiocinese, sdo atraidos ao
hospedeiro intermediario — caramujo do género Biomphalaria. O processo de
quimiocinese se da pela presenca de moléculas oriundas do caramujo na agua,
causando o acumulo de miracidios em torno do caramujo e favorecendo a penetracao
(Coelho et al., 2008). O comportamento do hospedeiro intermediario responde a
fatores que também exercem influéncia sobre os miracidios, como por exemplo a
fototaxia. Dessa forma, o comportamento semelhante favorece a aproximagéo entre
miracidio e caramujo, aumentando as chances de infeccdo (Coelho et al., 2008;
Williams & Coelho (1975).

A invasao no tecido dos moluscos se da por meio do terebratorium, com a
descarga do conteudo proteolitico das glandulas de adeséo e penetracdo e pela
agitacdo intensa do miracidio com contato com o molusco (Coelho et al., 2008). Apos
a penetracdo, os miracidios perdem os cilios, a estrutura do terebratorium, o tecido
muscular subepitelial e, por fim, o sistema nervoso. Se diferenciam numa estrutura
sacular chamada de esporocisto primario que, apés um processo de poliembrionia, da

origem ao esporocisto secundario, o qual migra para as glandulas digestivas do
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molusco para se diferenciar em cercarias. O miracidio ja carrega o sexo das cercarias
que serdo produzidas, e cada miracidio pode gerar mais de 100.000 cercarias
(Nelwan, 2019). Em condicbes ideais de temperatura (aproximadamente 28°), o
periodo de formacgéo até a emergéncia das cercarias para a agua é de 27 a 30 dias
(Coelho et al., 2008).

A liberacéo das cercarias no ambiente aquatico € influenciada pela temperatura
e presenca de luz, sendo o ultimo fator o que parece aumentar ainda mais a saida das
cercérias do caramujo para a agua. Em meio hidrico, com luminosidade, as cercérias
tendem a realizar movimentos natatérios de propulsdo retrégrada em direcdo a
superficie. A natacdo dessas formas evolutivas proximas a superficie aumenta as
chances de encontro com o hospedeiro definitivo. Ao atingir a pele humana, hd uma
fase de adesdo mediada pela ventosa oral que adere ao extrato cérneo da pele por
meio secrecdo de muco pelas glandulas pos-acetabulares cercarianas. Calor e L-
arginina sao sinais que estimulam a fixacdo e o contato duradouro das cercarias na
pele. Apos a fixacdo, as cercarias passam a rastejar utilizando a ventosa ventral para
movimentar-se em busca de sitios de entrada (Lenzi et al., 2008).

A penetracéo na pele se da por meio de sulcos, pregas, foliculos pilosos, dentre
outras irregularidades que permitam a invasao dessas formas evolutivas na derme
(Coelho et al., 2008). Durante esse processo, ha liberacdo de conteudo histolitico
pelas glandulas de penetragcdo que auxiliam na destruicdo tecidual. Podem ocorrer
reacbes celulares em individuos com exposicdo primaria as cercarias, devido a
possibilidade de ativacdo do sistema complemento e atracdo quimiotatica de
eosinofilos para o local de penetracéo, gerando uma irritacdo dérmica local (Souza et
al., 2011).

Ao penetrar a pele, a cercaria perde a sua cauda bifurcada e passa por diversas
modificacdes morfolégicas e moleculares que culminam rapidamente em um novo
estagio evolutivo chamado esquistossémulo de pele. Apés novas transformacdes
anatdmicas e fisiologicas, o esquistossdmulo de pele migra pela circulacdo venosa
até alcancar os pulmdes, sendo denominado esquistossémulo pulmonar (Coelho et
al., 2008; Neves, 2016).

Os esquistossémulos pulmonares migram pela circulagdo sanguinea até o
sistema porta-hepatico para continuar o desenvolvimento em vermes jovens, que se
completa por volta do 21° dia de infeccdo. A alta concentragcdo de nutrientes, a

tolerancia imunoldgica induzida e o estreitamento dos vasos portais contribuem para
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o amadurecimento dos vermes nessa localizacdo (Bowen et al., 2004; Khammo et al.,
2002; Roskams et al, 2004). No 38° dia apds infeccdo, o desenvolvimento em verme
adulto macho ou fémea ja esta concluido e os casais formados migram para as veias
mesentéricas, onde as fémeas iniciam a oviposicao (Islam et al., 2019; Neves, 2016;
Rocha, 2018). A saida dos ovos do organismo do hospedeiro para 0 meio ambiente
através das fezes pode, novamente, dar inicio ao ciclo de vida do esquistossomo
(McManus et al., 2018).

Figura 3 - Ciclo de vida e formas evolutivas de S. mansoni
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Fonte: Traduzido e adaptado de Gryseels (2012)
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A infeccdo se divide em trés fases: migratoria, aguda e crbnica. A fase
migratoria ocorre com a entrada da cercaria na pele, a qual pode causar um quadro
de dermatite que é capaz de se estender de horas a semanas. Na fase aguda, de 1 a
4 semanas, ocorre uma reacdo de hipersensibilidade sistémica mediada por IgE
contra a presenca do esquistossémulo. Esse quadro € conhecido como febre de
Katayama e os sintomas sdo semelhantes aos sintomas gripais, como febre, dor
corporal, cefaléia, fadiga e tosse. Pode ser detectada eosinofilia leucocitaria e
infiltrados pulmonares. O estagio crénico da doenca é causado pela presenca de ovos
nos tecidos, que podem causar doenca hepatoesplénica e gastrointestinal. Tais

quadros ocorrem por causa de uma reacao imune do hospedeiro que resulta na
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distribuicdo de fibras colagenas em torno dos ovos, originando um granuloma. A
formacdo do granuloma explica o surgimento de distirbios hemodinamicos como
varizes esofagicas, microulceragcfes e sangramentos na mucosa gastrointestinal, e de
hipertensdo portal hepética, esplenomegalia e ascite. A morbidade por
esquistossomose tem um impacto forte na qualidade de vida dos acometidos e é
potencial causadora de estigmas, gerando discriminacao e isolamento (Burke, 2009;
Gryseels, 2012; Huang, 2020).

2.3 BIOLOGIA DE S. mansoni

S. mansoni é um helminto da classe Trematoda, filo Platyhelminthes, familia
Schistomatidae, subfamilia Schistosomatidae e do género Schistosoma spp. E um
verme didico e sua morfologia € modificada em funcéo das diferentes fases do ciclo
evolutivo: vermes jovens e adultos — macho ou fémea — ovo, miracidio, esporocisto e
cercéria (Neves, 2016).

O verme adulto macho mede, aproximadamente, 1 cm de comprimento. Tem o
corpo esbranquicado, achatado e recoberto por projecées chamadas tubérculos. Na
face posterior, encontra-se o canal ginecoforo que consiste em dobras laterais, no
sentido longitudinal, que tem a funcdo de albergar a fémea (figura 4). Posteriormente
ao acetabulo, € encontrado o 6rgao reprodutor masculino constituido por 7 a 9 massas
testiculares formando um poro genital, por onde o contetdo espermaético € liberado
diretamente no canal ginecoforo e entra em contato com o verme adulto fémea.

A fémea adulta (figura 4) tem cerca de 1,5 cm de comprimento, corpo filiforme,
tegumento liso e transparente, por meio do qual € possivel visualizar a digestdo de
sangue no ceco que gera produtos de degradacdo como a hemozoina. Por esse
motivo, a nivel de microscopia 6tica, a coloracdo da fémea é enegrecida. Os vermes
adultos macho e fémea diferem em tamanho, mas compartiham semelhancas
morfoldgicas como a presencga de ventosa oral e ventosa ventral (acetabulo) na face
anterior do corpo (Neves, 2016; Gryssels, 2012; Xiao; Sun, 2017).

Preferencialmente, os vermes adultos alojam-se nas vénulas do plexo
hemorroidario superior, sistema portal-hepatico e veias mesentéricas superiores e
inferiores, onde ocorre 0 acasalamento e a postura de ovos pelas fémeas. As fémeas
podem liberar cerca de 400 ovos por dia (Araujo et al., 2020; Rocha, 2018; Wilson et
al., 2007). Os vermes podem ser encontrados em outras regides do corpo como

pulmdes, bago, pancreas e bexiga (Neves, 2016).
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Figura 4 - Vermes adultos macho e fémea

Fonte: Adaptado de Jo&o (2011)

Preferencialmente, os vermes adultos alojam-se nas vénulas do plexo
hemorroidario superior, sistema portal-hepatico e veias mesentéricas superiores e
inferiores, onde ocorre 0 acasalamento e a postura de ovos pelas fémeas. As fémeas
podem liberar cerca de 400 ovos por dia (Araujo et al., 2020; Rocha, 2018; Wilson et
al., 2007). Os vermes podem ser encontrados em outras regides do corpo como
pulmdes, baco, pancreas e bexiga (Neves, 2016)

A oviposicao é realizada com a liberacdo de ovos ainda imaturos na corrente
sanguinea. O desenvolvimento embrionario dos ovos ocorre no periodo de seis a sete
dias, dos quais somente cerca cinco minutos acontece de maneira intra-uterina na
fémea e toda maturacao restante ocorre nos tecidos do hospedeiro, principalmente,
figado e intestino (Lenzi et al., 2008)

O ovo maduro (Figura 5A) encontrado nas fezes tem formato oval, casca
transparente e mede aproximadamente 150 micrometros de comprimento por 60 de
largura. Abriga o miracidio e tem como particularidade a presenca de espiculo
orientado para tras que permite a diferenciacdo entre outras espécies (Neves, 2016).

O miracidio (Figura 5B) tem morfologia cilindrica com, aproximadamente, 180
e 64 microbmetros de comprimento e largura, respectivamente. Possui 0 corpo

composto estruturalmente por fibras musculares e ciliado, caracteristica que auxilia a



26

movimentacdo em meio aquatico (Coelho et al., 2008). Na extremidade anterior se
localiza o terebratorium, estrutura com funcdo de quimiotaxia, adeséo e penetracao
no hospedeiro intermediério — caramujos do género Biomphalaria (Neves et al., 2016).
No terebratorium se localizam glandulas adesivas e de penetracdo, além de espiculos,
cilios maiores e terminagdes nervosas com funcoes tateis e sensoriais (Coelho et al.,
2008).

O sistema nervoso € rudimentar, tem como func¢éo controlar a contratilidade e
motilidade do miracidio. E composto por uma massa celular nervosa central ramificada
e conectada com células nervosas na periferia (Coelho et al.,, 2008). O sistema
excretor € constituido por quatro solendcitos, estrutura conhecida como “células em
chama”, organizados em pares e conectados a pequenos canais que terminam em
um poro excretor (Carvalho; Martins; Oliveira, 2008). Na parte anterior do corpo do
miracidio sdo encontradas células germinativas, responsaveis pela continuidade do
ciclo de S. mansoni no caramujo (Neves, 2016). Apos sua eclosdo, o miracidio pode
sobreviver por aproximadamente 24 horas. O movimento ciliar é sensivel as condi¢cdes
de alta osmolaridade da 4gua e acredita-se que, neste estagio evolutivo, ndo seja
possivel a obtencdo de alimento do ambiente. Dessa forma, a longevidade e
capacidade de infeccao do miracidio dependem de reservas de glicogénio e condicbes
do meio aquético (Brasil, 2014; Wang et al., 2019). Na penetracdo no hospedeiro
intermediario, o miracidio perde o epitélio ciliado, o terebratorium, a musculatura
subepitelial e sistema nervoso. Desse modo, a morfologia do S. mansoni muda para
uma estrutura sacular contendo células germinativas chamadas de esporocisto que
podem dar origem a inUmeras cercarias (Nelwan, 2019)

A cercéria (Figura 5C) é a forma infectante para o hospedeiro definitivo —
homem. A morfologia da cercéaria inclui o corpo cercariano — progenitor do
esquistossémulo — e uma cauda bifurcada para locomocao no ambiente aquatico, mas
que também auxilia no processo de penetragdo na pele do hospedeiro (Nelwan, 2019).
Possui uma ventosa oral e uma ventosa ventral (acetabulo), sendo a ventosa ventral
constituida de musculatura mais desenvolvida para auxiliar na fixacdo na pele do
hospedeiro durante a penetracdo (LoVerde, 2019). Além disso, a cercéria possui
células glandulares, que contém vesiculas secretoras de muco e conteudo proteolitico
(Lenzi et al.,, 2008). Fatores como luminosidade e temperatura influenciam na
liberagdo e movimentagéo das cercarias no ambiente hidrico. Apesar da capacidade
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de sobreviver por até 48 horas, o maior potencial de infeccdo se estabelece nas
primeiras 8 horas de vida (Neves, 2016).

Ao penetrar na pele humana, a cercéria perde a sua cauda bifurcada e passa
diversas transformacgBes bioquimicas, fisiologicas e morfolégicas, as quais
caracterizam um novo estagio evolutivo chamado esquistossomulo (Wilson et al.,
2012). Inicialmente, € chamado de esquistossémulo de pele, pois este fica retido na
derme por, aproximadamente, quatro dias. Nesse periodo, ocorre o desenvolvimento
de uma dupla camada e mudancas no tegumento para favorecer a camuflagem e
evasao dos mecanismos efetores da imunidade do hospedeiro durante sua migracao
pelo tecido subcutaneo até a circulacdo venosa (Lenzi et al., 2008). Ao atingirem 0s
vasos sanguineos, alcancam o pulmdo em, aproximadamente, 14 dias, sendo
chamados esquistossomulos pulmonares (Souza et al., 2011). E, por fim, migram para
0S ramos intra-hepéaticos, onde ocorre o desenvolvimento em vermes jovens e adultos.
Apds a maturacdo, os vermes adultos migram para as veias mesentéricas,
especialmente para a veia mesentérica inferior, onde podem permanecer por anos
(Araujo et al., 2020; LoVerde, 2019; Neves, 2016).

Figura 5 - Formas evolutivas de S. mansoni
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Legenda: A: Ovo, B: miracidio; C: cercaria. Fonte: UNIFESP, s.d.

2.4 FARMACOTERAPIA DA ESQUISTOSSOMOSE

O Praziquantel (PZQ) &, atualmente, a principal estratégia farmacolégica para

diminuir a prevaléncia e incidéncia da esquistossomose. Foi descoberto pela industria
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farmacéutica alema Merck em parceria com os laboratdrios Bayer. E comercializado
desde a década de 1970 como medicamento de uso oral para o tratamento de
infeccbes por cestodeos e trematddeos que afetam humanos e animais, incluindo os
helmintos do género Schistosoma (Vale et al., 2017).

E classificado como derivado quinolino-pirazona, descrito quimicamente como
2-ciclohexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexahidro-4H-pirazino-(2,1-)-isoquinolin-4-ona
(Zdesenko; Mutapi, 2020). O mercado farmacéutico disponibiliza o0 PZQ em mistura
racémica de enantiomeros com propor¢des equivalentes de levagiro-PZQ (R-PZQ) e
dextrogiro-PZQ (S-PZQ), considerados biologicamente ativo e inativo,
respectivamente (figura 6) (Harder, 2020; Yao et al., 2010).

Em consequéncia a formulacdo constituida por racemato, metade da dose de
PZQ é considerada, até o presente momento, como farmacologicamente inativa
(Zdesenko; Mutapi, 2020). Park et. al (2019), em estudo experimental com a
concentracdo de 100nM de R-PZQ e 100nM de S-PZQ demonstrou que apenas o
primeiro foi capaz de causar a paralisia nos vermes (Park et al., 2019). Além disso, a
porcdo S-PZQ € responsavel pelo sabor amargo, dificultando a administracédo

pediatrica (Siqueira et al., 2017).

Figura 6 - Estrutura quimica dos enantibmeros R-Praziquantel e S-Praziquantel
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Fonte: Zdesenko; Mutapi (2020)

O medicamento é comercializado em comprimidos de 600mg. A dose
recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para areas endémicas € de
40mg/kg (WHO, 2023). No entanto, o Ministério da Saude preconiza uma dose Unica
de 50mg/kg de peso para adultos e 60mg/kg de peso para criancas e adolescentes
até 15 anos (Brasil, 2014).
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Sobre a seguranca do farmaco em mulheres gravidas, a Food and Drugs
Administration (FDA), agéncia responsavel pelo controle de medicamentos nos
Estados Unidos, classifica 0 PZQ em categoria B, ou seja, as evidéncias de eficacia e
seguranca estdo baseadas em modelos de estudo animais. Desse modo, em
gestantes € indicado apenas em casos de expressiva necessidade (FDA, 2010).

PZQ é fotossensivel, e apesar da baixa solubilidade tem boa capacidade de
permeacdo tecidual. E categorizado como farmaco de classe Il no Sistema de
Classificacao Biofarmacéutica, sistema que busca prever a extensdo da absorc¢éo oral
de um farmaco de acordo com sua solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal
(Cruz, 2016; Bonamici, 2009).

O mecanismo de acéo pelo qual o PZQ provoca a morte de S. mansoni ainda
ndo é completamente elucidado, mesmo assim € considerado eficaz no tratamento de
infeccbes causadas pelo verme (Thomas; Timson, 2018). Os efeitos
esquistossomicidas podem ser causados pelo desequilibrio no funcionamento da
bomba Na*/K* -ATPase, influxo de Ca2+ citosolico, contragdo muscular,
vacuolizagdes e fissuras tegumentares no helminto (Park et al., 2019).

Acredita-se que PZQ causa desequilibrio no gradiente de céations inorganicos
ao interagir com a proteina transmembranar Na*/K* -ATPase, que € responsavel pela
manutencdo de um gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica. Sua
inibicdo favorece o acumulo de Na+ intracelular e a entrada de cétions divalentes e
monovalentes, como o Ca?*. Este é um dos fendmenos que podem influenciar o influxo
de Ca?' nas células de S. mansoni, através de canais de calcio dependente de
voltagem, provocando aumento da atividade muscular e, em seguida, contracdo e
paralisia espastica (Cruz, 2016; Park et al., 2019; Thomas; Timson, 2018; Harder,
2020). Com isso, 0s vermes nao conseguem se fixar no tecido hospedeiro, sendo
deslocados das veias mesentéricas para o figado. Por outro lado, o dano tegumentar
causado por PZQ provoca a liberagdo de conteudo celular do verme no organismo
hospedeiro, ativando mecanismos de defesa que resultam em sua destruicdo e
eliminacgédo (Cruz, 2016; Zdesenko; Mutapi, 2020).

Apés administragdo, a absorcdo de PZQ é rapida, alcancando o pico de
concentracdo plasmatica de 1 até 3 horas. PZQ sofre intenso efeito de primeira
passagem, sua meia vida no plasma varia de 1 até 4 horas, considerando o farmaco

inalterado e seus metabdlitos. A eliminacdo ocorre por via renal e intestinal, sendo
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80% eliminado ja nas primeiras 24h apds administrado (Cruz, 2016; Domling; Khoury,
2010).

O metabolismo de PZQ é mediado por enzimas do citocromo P450 (CYP),
especificamente CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 e CYP3A5 (Wang
et al.,, 2014). Por essa via podem ocorrer interacbes medicamentosas importantes,
ocasionadas pelo aumento ou inibicdo da atividade enzimatica. De modo geral, a
inducéo da atividade enzimética se traduz no aumento do metabolismo e reducéo da
biodisponibilidade global do farmaco ativo (Zani, 2013). Enquanto a inibigdo da enzima
responsavel pela metabolizacdo do farmaco pode causar o aumento dos niveis
circulantes do farmaco ativo. Dessa forma, quando um farmaco administrado em
concomitancia impede a ligacdo de PZQ ao sitio ativo da enzima, 0s niveis
plasmaticos de PZQ tendem a aumentar. A coadministracdo a farmacos, como
carbamazepina, fenitoina ou dexametasona pode causar diminuicdo da
biodisponibilidade de PZQ (Zani, 2013). No entanto, alguns farmacos, como
cimetidina, albendazol e cetoconazol, podem aumentar a disponibilidade plasmatica
de PZQ, por meio da inibicdo de enzimas CYP (Zdesenko; Mutapi, 2020).

A OMS recomenda a distribuicdo de PZQ em areas endémicas, tanto para o
tratamento da infeccdo quanto para quimioterapia preventiva (WHO). A énfase em
campanhas de prevencdao utilizando o PZQ tem potencial de atenuar o aparecimento
de novas infec¢des e a demanda por novos tratamentos futuros (Schulz et al., 2018.).
Apesar disso, ha uma necessidade crescente de novas alternativas farmacolégicas
para 0 manejo da esquistossomose, cujo controle nos ultimos 40 anos depende
exclusivamente de PZQ (Bergquist; Utzinger; Keiser, 2017).

PZQ é efetivo, seguro e de baixo custo (WHO). Nao h&d como negar a
importancia do posicionamento deste farmaco como estratégia global de combate a
esquistossomose (WHO, 2023). No entanto, a utilizacdo em massa de uma Unica
droga pode levar ao aparecimento de cepas de S. mansoni com susceptibilidade
reduzida (Botros et al., 2005; Ismail et al., 1996; Vale et al., 2017). Além da emergéncia
de resisténcia, PZQ n&o atua contra os estagios imaturos do verme (Zhang; Coultas,
2013). Portanto, uma administracdo isolada nao previne a reinfeccao, visto que as
formas imaturas continuam a se desenvolver no hospedeiro e podem ocasionar novos
quadros clinicos de esquistossomose. Todas essas desvantagens preocupam a
comunidade cientifica quanto a urgéncia de buscar novas alternativas terapéuticas
(Zhang; Coultas, 2013; Aboueldahab; Elhussieny, 2016; Metwaly et al., 2020).
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2.4.1 ALCALOIDES

Os compostos naturais incluem uma gama de moléculas bioativas que
representam alternativas para o desenvolvimento de novas drogas antiparasitarias
(Bhambhani; Kondhare; Giri, 2021). H4 uma crescente busca por esquistossomicidas
e 0Ss compostos de origem vegetal sdo possiveis alternativas farmacologicas, com
perfil de atividade melhorado e maior espectro de acao contra diferentes estagios
evolutivos (Gryseels, 2012; Mcmanus, 2018). Dentre os produtos derivados vegetais,
se destacam os alcaloides com significativas atividades biolégicas que podem
beneficiar a salde humana (Balestrini et al., 2017).

Os alcaloides sdo um grupo de metabdlitos secundarios de plantas,
estruturalmente diversos, com amplo perfil de distribuicdo e bioatividade. Podem ser
compostos heterociclicos e ndo heterociclicos, tendo o nitrogénio como elemento
caracteristico compartilhado entre as diferentes entidades quimicas (Bhambhani;
Kondhare; Giri, 2021). A diversidade das estruturas quimicas deriva de diferentes
rotas de biossintese e envolve modifica¢des estruturais, catalisadas enzimaticamente,
gue podem ser mediadas por reacfes de glicosilacdo, oxirreducdo, metilacdo e
acilacdo. A variedade no arranjo e combinacdo de radicais funcionais a partir da
estrutura principal justifica os multiplos efeitos atribuidos a esses produtos (Laines-
Hidalgo et al., 2022). Sdo encontrados nos diferentes tecidos das plantas com a
funcdo de protecdo contra estimulos nocivos e agressées ambientais, como pragas,
fungos, bactérias e larvas de insetos, além de também impedir o crescimento de
outras plantas que estdo nas proximidades (Bhambhani; Kondhare; Giri, 2021).

A caracterizacdo quimica dos alcaloides proporcionou ao campo das ciéncias
da saude conhecimento sobre seus efeitos biolégicos e a aplicacdo no tratamento de
uma gama diversificada de doencas (Laines-Hidalgo et al., 2022). Vincristina e
vimblastina, extraidos de Vinca rosea, sdo exemplos de alcaloides com atividade
antineoplasica largamente utilizados contra diferentes tipos de tumores, como
leucemia aguda, linfoma de Hodgkin e cancer de mama (Isah, 2016; Li et al., 2007).
Outros alcaloides demonstram potente estimulacdo do sistema nervoso central e sdo
utilizados no tratamento para diferentes graus de dor, tais quais os alcaloides morfina,
codeina, papaverina e escopolamina, oriundos do Opio extraido de Papaver

somniferum (Carlin; Dean; Ames, 2020). Outros alcaloides exibem efeitos
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estimulantes, anti-hipertensivos e anti-inflamatério (Bhambhani; Kondhare; Giri,
2021), broncodilatador (Liu et al., 2015) antimicrobiano (Thawabteh et al., 2019), anti-

malarico (Kingston et al., 2022), pesticida e inseticida (Hong et al., 2022).

2.4.2 SANGUINARINA

Em 1827, James Freeman Dana, pesquisador e professor de quimica na
Universidade Estadual de Nova York, isolou pela primeira vez um extrato vermelho-
cobre a partir de Sanguinaria canadensis, e 0 nomeou de sanguinarina (Dana, 1828).
No entanto, o extrato obtido ndo era constituido por apenas uma uUnica substancia,
tratava-se de um conjunto de alcaldides, sendo a molécula de sanguinarina (SA)
(figura 7) isolada somente em 1893 (Konig, 1893 apud Croaker et al., 2016).

SA [13-metil-(1,3)benzodioxol(5,6-c)-1,3-dioxolano(4,5-1) fenantridinio], € um
alcaldide extraido de Sanguinaria canadensis, Poppy fumaria, Bocconia frutescens,
Chelidonium majus e Macleya cordata (Mackraj et al., 2008). E considerada uma
molécula promissora por apresentar efeito anti-hipertensivo, antiplaquetario (Mackraj
et al., 2008), anti-carcinogénico (Sun et al., 2012), anti-inflamatdério (Lei et al., 2014),
antimicrobiano (Johnson; Johnson; Poe, 1952), anti-helmintico (Huang et al., 2020) e
imunorregulatério (Lei et al.,, 2014). Em relacdo a atividade antiparasitaria, foi
reportado que a SA exerce agao contra vermes nematoides do género Trichinella,
Dactylogyrus intermedius e Ichthyophthirius multifillis, in vivo e in vitro (Yao et al.,
2010; Wang et al., 2010; Huang et al., 2019) e contra vermes adultos e cercarias de
S. mansoni (Zhang; Coultas, 2013).

A atividade de SA sobre cercérias de S. mansoni, reportada por Zhang e
Coultas (2013), é um indicio que esta molécula pode atuar sobre estagios imaturos do
verme. No estudo, SA foi capaz de causar 100% de mortalidade parasitaria em 48h e
produziu alteragbes tegumentares evidentes, sendo considerada um composto “hit”
pela OMS.
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Figura 7 - Estrutura quimica de Sanguinarina
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As modifica¢des causadas por SA no tegumento de vermes adultos e cercarias
de S. mansoni representam bons indicios da atividade de SA contra diferentes
estagios de desenvolvimento do verme e interfere na sobrevivéncia, absor¢cdo de
nutrientes e capacidade de evasédo do sistema imune do hospedeiro (Zhang; Coultas,
2013). Além disso, com o dano ao tegumento € possivel a exposi¢cao de antigenos
normalmente ndo expostos, aumentando a vulnerabilidade do S. mansoni aos
mecanismos efetores do sistema imune do hospedeiro (Harder, 2020).

O mecanismo pelo qual SA exerce seus efeitos ndo esta bem estabelecido,
diversos alvos moleculares podem estar envolvidos devido as vastas aplicacfes
biolégicas da molécula (Mackraj et al.,, 2008). Seus multiplos efeitos, apesar de
promissores, representam um desafio ao planejamento racional de farmacos (Croaker
et al., 2016). A falta de seletividade farmacoldgica pode aumentar o risco de efeitos
colaterais ndo desejados, entretanto, compostos altamente seletivos, apesar de mais
seguros do ponto de vista toxicologico, podem ter a eficacia reduzida (Hopkins, 2008).
Dessa forma, é primordial a determinacdo de doses terapéuticas satisfatorias, com

grau de toxicidade aceitavel (Croaker et al., 2016).
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2.5 PARAMETROS FARMACOCINETICOS in silico E BIODISPONIBILIDADE ORAL

A administracdo oral de um farmaco é, geralmente, recomendada para
pacientes que nao possuem limitacdes na degluticdo. Fatores como autonomia,
praticidade, economia e seguranca tornam essa forma de administracdo mais
conveniente. A solubilidade da molécula no fluido gastrintestinal, a permeabilidade
através das membranas celulares e absor¢éo sdo considerados trés dos principais
fatores que podem influenciar a biodisponibilidade de um farmaco administrado por
via oral (Norinder & Bergstron, 2006).

Apesar de fortemente relacionados, absorcdo e biodisponibilidade sao
conceitos diferentes. A absorcdo refere-se a passagem do farmaco através das
barreiras do seu local de administragdo para a circulacdo sanguinea (Rang et al.,
2016a), enquanto a biodisponibilidade relaciona-se com a concentracdo do farmaco,
também na corrente sanguinea. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
define a que biodisponibilidade indica a velocidade e a extensédo de absorgéo de um
principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentracao/tempo
na circulacéo sistémica ou sua excrec¢ao na urina (ANVISA, 1999). Essa definicdo leva
em consideracdo que a biodisponibilidade é afetada, dentre outros fatores, pelo
clearance intestinal e hepatico (Almeida, 2009).

A eficicia de um farmaco é dependente de propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas. A farmacodinamica esta relacionada com a interacdo farmaco-
receptor e os efeitos gerados (Bezerra Junior, 2020). Conforme Wagner (1981), a
expressao farmacocinética foi empregada pela primeira vez pelo pesquisador aleméo
F.H. Dost, em 1953. Os estudos iniciais tiveram como base a equacéo de Michaelis-
Menten, utilizada para descrever a cinética enzimatica (Wagner, 1981). De fato,
farmacocinética representa a cinética do farmaco, ou seja, a movimentacéo da droga
dentro do organismo. Pode ser definida como a medida e a interpretacdo formal de
alteracdes temporais nas concentracdes de um farmaco em uma ou mais regides do
organismo em relacdo a dose administrada (Rang et al., 2016b). E envolve os
processos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao (Rang et al., 2016a).

Compreender a farmacocinética de uma molécula candidata a farmaco é
primordial para gerar dados farmacoldgicos e toxicolégicos que serao utilizados para
definir a dosagem adequada durante os ensaios clinicos de seguranca e eficacia em

7

humanos (Urso; Blardi, Giorgi, 2002). Além disso, é necessario aprofundar o
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conhecimento em descritores moleculares Uuteis na predicdo de propriedades
farmacocinéticas de interesse, a fim de fornecer informacdes pertinentes para
modificacdo racional da estrutura molecular (Norinder; Bergstron, 2006).

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos envolve uma série de etapas
até chegar em estruturas com bons efeitos farmacoldgicos, e com adequada
biodisponibilidade e seguranca. Tradicionalmente, é um processo com elevados
custos de producao e consumo de tempo (Ferreira; Andricopulo, 2019).

De acordo com Buckle et al. (2013), uma substancia ativa é aquela cuja
identidade estrutural foi estabelecida e que desempenha atividade reproduzivel acima
de um limite predefinido em algum ensaio biol6gico. Normalmente, essas substancias
sao oriundas de ensaios de alto rendimento ou ensaios primarios extensos nos quais
demonstra efeito terapéutico adequado, interagdo com o alvo desejado e relagao
estrutura-atividade passivel de modificacdes (Noél, 2019). A identificacdo estrutural
dessas substancias deve buscar o fragmento da molécula denominado farmacéforo,
gue interage por meio de ligacdes quimicas com o alvo e causa determinado efeito
com poténcia terapéutica satisfatoria (Norinder; Bergstron, 2006). A substancia ativa
torna-se um prototipo quando atende a critérios minimos predefinidos, apta a futuros
processos de otimizacdo de estrutura e atividade (Noél, 2019). O protétipo, apesar de
possuir efeitos biolégicos promissores, ndo necessariamente sera adequado para
ensaios clinicos (Buckle et al., 2013).

De acordo com Heft (2008), uma molécula candidata a farmaco apta para ser
utilizada em ensaios clinicos deve ter sido submetida a avaliacdo de parametros
farmacocinéticos, sobretudo a avaliacdo de toxicidade em animais, e deve interagir de
maneira seletiva com o sitio receptor no alvo terapéutico para causar o efeito bioldgico
esperado, com biodisponibilidade e distribuicdo adequadas para promover resposta
funcional adequada.

A cada ano, o numero de novos medicamentos disponiveis para
comercializacdo ndo corresponde ao elevado crescimento, em numero, de novas
estruturas identificadas e disponibilizadas em bancos de dados (Norinder & Bergstron,
2006). T. Kennedy atribui essa realidade, entre outros motivos, as inadequadas
propriedades farmacocinéticas dos candidatos a farmaco (Kennedy, 1997). E por essa
razdo ferramentas para triagem em funcdo de parametros de absorcao, distribuigéo,
metabolismo, eliminacéo/excrecao e toxicidade (ADMET) sdo necessarias (Norinder
& Bergstron, 2006). Conhecer previamente a nova molécula, do ponto de vista



36

farmacocinético, orienta os esforcos da pesquisa, a tomada de decisGes, economiza
tempo e reduz os custos (Gupta et al., 2021).

Além das propriedades ADMET de uma nova droga, a concentracdo e as
ligacdes quimicas intramolecular e com o alvo terapéutico sao cruciais para produzir
o efeito farmacologico. A baixa ou nenhuma toxicidade € essencial para a introducéo
de um novo medicamento no mercado. Dessa forma, a predicdo ADMET no estagio
inicial de desenvolvimento de medicamentos é relevante na reducao significativa no
namero de compostos que sdo reprovados em ensaios clinicos (Pires; Blundell;
Ascher, 2015).

O planejamento racional de novos farmacos € uma estratégia da quimica
medicinal que permite, a partir de critérios pré-estabelecidos, selecionar substancias
que apresentam melhor perfil de bioatividade e seguranca. A predicéo in silico das
propriedades farmacocinéticas ADMET integra as estratégias de planejamento
racional e é pertinente na otimizac&do da pesquisa e desenvolvimento de novas drogas
(Norinder & Bergstron, 2006).

O pkCSM é uma ferramenta computacional para abordagem experimental in
silico de moléculas candidatas a farmaco, na qual os parametros ADMET podem ser
consultados com resultados emitidos rapidamente em modelagem grafica para
representacdo da entidade quimica e topologia molecular (Pires; Blundell, Ascher,
2015). Dentre as ferramentas disponiveis para a avaliacio ADME in silico, a
SwissADME viabiliza a predicdo de dez parametros fisico-quimicos e dispde de nove
modelos farmacocinéticos: absorcdo gastrointestinal, permeabilidade na barreira
hematoencefalica, P-gp, ligacdo, permeacdo da pele (logKp) e inibicdo para cinco
isoformas do CYP450. Além disso, dispde de filtros como, Lipinski, Ghose, Veber,
Egan e Muegge, que possibilitam a previsdo da biodisponibilidade oral das moléculas
de acordo com uma série de regras e critérios (Daina; Michielin; Zoete, 2017; Ferreira,
Andricopulo, 2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a predicéo, in silico, dos parametros farmacocinéticos, biodisponibilidade
oral e a atividade esquistossomicida, in vitro, de sanguinarina sobre diferentes

estagios do S. mansoni.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros farmacocinéticos absor¢do, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade, in silico.

e Avaliar a atividade esquistossomicida, in vitro, da sanguinarina sobre

esquistossémulos, vermes jovens e casais de vermes adultos de S. mansoni.
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4 METODOLOGIA
4.1 DROGAS E REAGENTES

Praziquantel (PZQ) [2-(Cyclohexylcarbonyl)-1,2,3,6,7-11b-hexahydro-4H-
pyrazino[2,1-a]isoquinolin-4-one] (C19H24N202, peso molecular 312.41 e pureza =
98%), Sanguinarina (SA) [13-metil(1,3)benzodioxole(5,6-c)-1,3-
dioxole(4,5)fenantridinio] (C20H14CINO4, peso molecular 367.78, pureza = 98% ) e
todos os reagentes de grau analitico e de cultura celular foram obtidos da Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA.

4.2 PREDICAO DAS PROPRIEDADES ADMET E BIODISPONIBILIDADE ORAL in
silico PARA SA
A predigcéo dos parametros de absorgéo, distribuicdo, metabolismo, eliminagéo
e toxicidade (ADMET) e biodisponibilidade oral, foram avaliados através das
plataformas gratuitas PKCSM (http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm) e SwissADME
(http://'www.swissadme.ch/), respectivamente, conforme Pires; Blundell; Ascher
(2015) e Daina et al. (2017).

4.3 CONSIDERACOES ETICAS, ANIMAIS E INFECCAO EXPERIMENTAL

Todo protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE (protocolado n° 0084/2020). Camundongos, fémeas Swiss
Webster, ~28+2¢, 30 dias de idade, foram fornecidos e mantidos no biotério do iLIKA
em ambiente controlado (20 £ 2 ° C, ciclo claro de 12 h), com livre acesso a alimentos
(Labina® /Purina, Sao Paulo, SP) e agua. Para o estudo in vitro camundongos foram
infectados com 3000 (infec¢do por via caudal) ou 120 cercarias (infeccado por via
cutdnea) de S. mansoni para a obtencdo de vermes jovens e casais de vermes
adultos, respectivamente. A cepa de S. mansoni (cepa BH, Belo Horizonte — Brasil) é
mantida no moluscério da disciplina de Parasitologia da UFPE - Area Académica de
Medicina Tropical e no Setor de Imunorregulacdo das Doencas Infecto-parasitarias e
dos Farmacos Antiparasitarios do iLIKA-UFPE através da passagem sucessiva em

caramujos Biomphalaria glabrata e camundongos Swiss Webster.
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4.4 AVALIACAO ESQUISTOSSOMICIDA in vitro

4.41 OBTENCAO DE CERCARIAS DE S. mansonl, TRANSFORMACAO
MECANICA EM ESQUISTOSSOMULOS E AVALIACAO
ESQUISTOSSOMICIDA in  viro DA  SANGUINARINA CONTRA
ESQUISTOSSOMULOS

Cercérias de S. mansoni, obtidas do B. glabrata infectado apos exposi¢éo a luz
artificial (40°C, por 2h), foram mecanicamente transformadas em esquistossomulos
como descrito por Ramalho Pinto et al. (1974). Imediatamente, 0os esquistossdmulos
foram lavados quatro vezes em meio RPMI 1640 suplementado com 20 mM HEPES,
100 pg/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10% de soro bovino fetal,
distribuidos em placas de cultura de 24 po¢os com 2 mL deste meio por poco. Cada
poco recebeu 70 vermes que foram incubados por 5 horas a 37°C em atmosfera Umida
contendo 5% de CO2. Apoés esse periodo de adaptagéo, os esquistossémulos foram
expostos a SA em concentracoes finais de 1 - 5 yM. Os vermes controles foram
incubados em apenas meio RPMI 1640 ou RPMI 1640 suplementado + 1.0% de
DMSO como grupos de controle negativo e em PZQ (10 yuM) como um grupo de
controle positivo. Dois experimentos independentes (280

esquistossémulos/concentracdo) foram realizados em quadruplicata.

4.4.2 AVALIACAO ESQUISTOSSOMICIDA in vitro DA SANGUINARINA CONTRA
VERMES JOVENS E CASAIS DE VERMES ADULTOS

Os vermes jovens e casais de vermes adultos foram recuperados através da
perfusdo, com salina estéril (NaCl a 0,9% w/v), do sistema porta-hepatico e vasos
mesentéricos dos camundongos no 21° e 45° dia de infeccdo, respectivamente. Apds
perfusdo, os vermes foram imediatamente transferidos para placa de Petri contendo
meio RPMI 1640 suplementado e lavados por trés vezes com este meio. Os vermes
jovens e casais de vermes adultos foram distribuidos em placas de cultura com 24
pocos (2 ml de RPMI 1640 suplementado/poco) e incubados a 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de CO2. Para vermes jovens, cada poc¢o da placa de cultura
recebeu 30 vermes jovens, que foram incubados 2 horas de adaptacéo ao meio de
cultura. Logo, SA foi adicionada ao meio de cultura para concentracoes finais de 1 —

7.5 uM. Para casais de vermes adultos, cada poco da placa de cultura recebeu 16



40

vermes (8 casais), que foram incubados 2 horas de adaptacédo ao meio de cultura. Em
seguida, SA foi adicionada ao meio de cultura para concentracdes finais de 1.25 — 25
MM. Em ambos os ensaios vermes controles foram incubados apenas em meio RPMI
1640 ou em RPMI 1640 suplementado + 1.0% de DMSO como grupos de controle
negativo. Vermes foram incubados em PZQ (10 pyM) como um grupo de controle
positivo. Quatro experimentos independentes foram realizados. Todos o0s

experimentos foram realizados em duplicata.

4.4.3 CRITERIOS ESQUISTOSSOMICIDAS in vitro

Atividade motora e mortalidade: Os vermes foram incubados e monitorados apos
3, 6, 12 e 24 h de incubagdo e a analise foi realizada com auxilio de microscépio
invertido. A motilidade e mortalidade foi classificada empregando os escores de
acordo com o estudo de Araujo et al. (2020). Os vermes foram considerados mortos

quando nenhum movimento foi observado dentro do intervalo minimo de 2 min.

Ensaio de viabilidade celular dos vermes: Viabilidade celular dos vermes (jovens e
casais adultos) apds incubacdo em sanguinarina foi determinada pelo ensaio de
citotoxicidade baseado no 3-(4,5-dimetiltiazolidinicos-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT),
de acordo com Aires et al. (2014). O MTT € um sal de tetrazdlio amarelo que, em
células com metabolismo ativo, € reduzido a cristais de formazan com coloracéo
roxa/azul escuro, por enzimas oxidorredutases mitocondriais dependentes de NADH
ou NADPH. Um solvente é utilizado para solubilizar o cristal formado, resultando em
uma solucéo colorida que permite a leitura de densidade 6ptica através da medida da
absorbéancia da solugdo (Mosmann, 1983; Aires et al., 2014; Nepomuceno et al.,
2021). Resumidamente, quatro vermes jovens ou dois casais de vermes adultos foram
transferidos para uma placa de cultura de 96 pogos contendo 100 pL de MTT/pogo (5
mg/mL em tampé&o fosfato-salino, PBS) e incubados a 37 °C por 30 min em auséncia
de luz. Em seguida, a solugdo de MTT foi substituida por 200 uL de DMSO para
solubilizar os cristais de formazan, e a densidade 6ptica foi mensurada em 550 nm em
um leitor de microplaca (M680, Bio-Rad Laboratories, Inc.). Sob as mesmas condi¢bes
experimentais, vermes jovens e casais de vermes adultos foram incubados em RPMI
1640 suplementado ou RPMI 1640 suplementado com 1% de DMSO (controles

negativos) ou incubados em PZQ 10 uM (controles positivos), e tiveram a viabilidade
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celular estimada. O ensaio foi realizado em sextuplicata em dois experimentos
independentes e o0 resultado foi expresso como média = desvio padrdo da
porcentagem de viabilidade celular dos vermes. A diferenca significativa sera

estabelecida como p <0,05.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise dos dados foi realizada por meio do software Graphpad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA, EUA) e expressos como média + desvio
padrdo (DP). Por meio da andlise de variancia unidirecional (ANOVA), em adicdo com
teste de Tukey para comparac¢des multiplas post-hoc, as diferencas estatisticas foram

determinadas com p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SA APRESENTA PARAMETROS ADMET PROMISSORES E
BIODISPONIBILIDADE ORAL ADEQUADA

A otimizag&o in silico das propriedades farmacocinéticas ADMET, juntamente
com a avaliagédo da biodisponibilidade oral, representa uma etapa experimental crucial
na triagem e avaliacdo do potencial biolégico, bem como na biosseguranca de
compostos durante a descoberta de novos medicamentos (Norinder & Bergstron,
2006). Isso se aplica ndo apenas a alcaloides e seus derivados, mas também a
substancias com atividade contra as espécies de S. mansoni (Rocha et al., 2018).

O radar de biodisponibilidade (SwissADME) (figura 8) reporta o grau das
propriedades fisico-quimicas: lipofilicidade, tamanho da molécula, polaridade,
insolubilidade, insaturacdo e flexibilidade. A representacdo esquematica visual
permite avaliar previamente o perfil da molécula em relagédo aos parametros citados.
SA apresenta alto nUmero de insaturacdes que refletem na baixa flexibilidade da

molécula e, também, maior lipofilicidade que PZQ.

Figura 8 - Radar de biodisponibilidade de Sanguinarina (A) e Praziquantel (B)

LIPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
INSATU POLAR INSATU POLAR
INSOLU INSOLU

Nota: A zona colorida é o espago fisico-quimico adequado para a biodisponibilidade oral.
Fonte: SwissADME (2024).

A previsdo para SA e PZQ, na plataforma SwissADME, aponta ambos os

compostos como moderadamente solluvel e sollvel, respectivamente, de acordo com
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a escala insolavel (< -10), ligeiramente soluveis (< -6), moderadamente solaveis (< -
4), solaveis (< -2) ou muito soltveis (< 0) (Pires; Blundell; Ascher, 2015).

A predicdo de absorcdo de medicamentos via oral utiliza o modelo de
permeabilidade em células Caco-2 (células de adenocarcinoma colorretal humano).
Quando cultivadas em condi¢Bes apropriadas, as células Caco-2 formam uma
monocamada com caracteristicas semelhantes as células intestinais, além de
expressar transportadores e perfil enzimatico semelhante as células do intestino
delgado humano (Pires; Blundell; Ascher, 2015). Em comparag&o ao modelo descrito,
SA e PZQ foram classificadas de permeabilidade moderada de acordo com a seguinte
escala: permeabilidade baixa (< 1.10°® cm-s?), permeabilidade moderada (entre 1 e
10.10°% cm-s-1) e permeabilidade alta (com valores > 10.10°° cm-s*) (Pires; Blundell;
Ascher, 2015).

A absorc¢dao intestinal € um dos principais parametros para novos candidatos a
medicamentos via oral com acgdo sistémica, incluindo os anti-helminticos. Os
resultados de absorcédo de PZQ e SA foram considerados altos, uma vez que estudos
mostraram que valores superiores a 30% indicam boa absorcéo intestinal. Para a
permeabilidade cutanea, ambos 0s compostos apresentaram alta permeabilidade
(logKp < -2,5).

Resultados divergentes foram encontrados no desempenho como substratos e
inibidores das glicoproteinas P, onde SA e PZQ atuam como substratos, mas somente
SA atua como inibidora das glicoproteinas | e Il, proteinas responsaveis pela
absorcdao, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao de diversos medicamentos diferentes.

Com relacao ao perfil de distribuicdo, compostos que exibem valores de log
VDss < -0,15 séao facilmente distribuidos no plasma, enquanto, aqueles que exibem
valores de log VDss > 0,45 sdao melhor distribuidos nos tecidos. Dessa maneira, SA e
PZQ tinham maior probabilidade de distribuicdo nos tecidos do que distribuicdo no
plasma, uma vez que os valores de log VDss foram positivos. Além disso, eles
estavam fortemente ligados a proteinas séricas, uma vez que apresentavam
resultados baixos para fragdes néo ligadas.

A habilidade de passagem pela barreira hematoencefalica € um importante
parametro para predizer efeitos adversos e toxicidade. Valores de logBB > 0,3 indicam
alta capacidade de atravessar a barreira, enquanto valores de logBB < -1 indicam
baixa passagem. SA apresentou menor capacidade de atravessar a barreira com valor

de logBB 0.105, enquanto PZQ apresentaram maior capacidade em atravessar essa
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barreira, com valor de com valores de logBB 0.468. Compostos com capacidade de
penetrar no sistema nervoso central (SNC) tém log PS > - 2 e aqueles que nao
conseguem penetrar no SNC tém log PS < -3. Ambos os compostos foram
classificados como penetrantes no SNC.

Quanto ao perfil de interacdo com isoformas de proteinas do citocromo P450
(CYP), SA é substrato da CYP3A4 e inibiu as enzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6,
incluindo CYP3A4. Outros alcal6ides exibem comportamento semelhante. Rocha et
al. (2018) relataram que alcaloides de imidazol isolados de Pilocarpus microphyllus, a
saber: epiisopiloturina, epiisopilosina, isopilosina, pilosina e macaubina, também
atuaram na inibicdo de CYP 2C19, CYP2C9 e CYP3A4. Essa inibicdo reduz a
capacidade das proteinas de metabolizar outros medicamentos, 0 que sugere o
possivel acumulo desses metabdlitos, potencializando o efeito farmacol6gico e
inibindo o efeito medicamentoso em caso de pro-farmacos (Rocha et al., 2018).

A nivel de excrecdo renal, quando comparada com PZQ, SA demonstrou
valores mais baixos de depuragdo renal e ndo atua como substrato para o
Transportador de Cations Orgéanico 2 (OCT2). SA foi considerada mutagénica no teste
de AMES, corroborando com os achados do estudo realizado por Rocha et al. (2018),
no qual todos os alcaloides analisados foram identificados como mutagénicos. A dose
limiar téxica para seres humanos é estimada por meio da Dose Maxima Tolerada
Recomendada (do inglés maximum recommended tolerated dose - MRTD). A MRTD
de um composto é considerada baixa se for menor ou igual a 0,477 log(mg/kg/dia) e
alta se exceder 0,477 log(mg/kg/dia). A dose tolerada para SA e PZQ é considerada
baixa.

Em relac&o aos canais de ibnicos codificados pelo hERG (gene humano ether-
a-go-go), hERG I e I, SA inibiu apenas hERG II, enquanto PZQ foi considerado nao
inibidor. A avaliacédo do potencial de um composto para bloquear os canais hERG é
uma analise critica no desenvolvimento de novos medicamentos para garantir a
seguranca cardiaca, pois o bloqueio do canal hERG pode levar ao prolongamento do
intervalo QT no eletrocardiograma (ECG), aumentando o risco de arritmias cardiacas
potencialmente fatais (Pires; Blundell; Ascher, 2015).

A toxicidade aguda oral em ratos (LD50) variou de 2269 a 2.588 mol/kg, para
PZQ e SA, respectivamente, indicando toxicidade moderada. A toxicidade oral crénica
apresentou valores variando de 1,729 a 1.117 log mg/kg bw/dia. Quanto a toxicidade

hepatica, SA e PZQ séo considerados ndo hepatotdxicos, um parametro de elevada
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relevancia quando se refere a medicamentos esquistossomicidas, dado o
acometimento da infeccdo no figado. Além disso, eles ndo séo capazes de promover
irritabilidade aumentada na pele. Ambos os compostos avaliados foram capazes de
apresentar toxicidade contra Tetrahymena pyriformis (log pg/L > -0,5) e nédo séo
toxicos em Minnow.

SA e PZQ foram adequados para a classificacdo de medicamentos de acordo
com Lipinski et al. (1997) (regra dos cinco) e Veber et al. (2002) como tendo uma
probabilidade de biodisponibilidade oral. As regras de Lipinski sdo importantes na
triagem do composto, pois consistem de faixas fisico-quimicas que predizem se a
substancia possui alta probabilidade de ser um medicamento oral. Os compostos
promissores por via oral, ndo devem possuir mais que 5 doadores de H, 10 aceptores
de ligacdo H, o peso molecular maior que 500 daltons e o Log P calculado € maior
qgue 5. A violacdo de tais parametros ndo inviabiliza um composto, de fato, ha
medicamentos aprovados que violam uma ou mais dessas regras. No entanto, as
regras de Lipinski servem de orientacao geral e sdo uma ferramenta util na triagem de
candidatos a farmaco (Lipinski et al., 1997). As regras de Veber, complementares as
regras de Lipinski, determinam que nas moléculas o numero de atomos de
heterodtomos e o nimero de rotacdes em torno de ligacbes simples deve ser inferior
a 10. Esses parametros também sao relevantes na solubilidade e capacidade de
absorcao pelo trato gastrointestinal (Veber et al., 2002).

Os achados desta pesquisa (Tabela 1) resultam dos esforcos da quimica
computacional para o avanco de novas ferramentas capazes de prever propriedades
moleculares associadas ao potencial farmacologico. Isso inclui a identificacdo de

novos candidatos a esquistossomicidas derivados de alcaloides.
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Tabela 1 - Parametros ADMET e avaliacdo da biodisponibilidade oral de Sanguinarina (SA) e
Praziquantel (PZQ)

Parametros SA PZQ Unidade
Absorcéao
Solubilidade em agua -5.56 -4.002 Numeérica (log mol/L)
Permeabilidade Caco2 2.107 1.759 Numeérica (log Papp in 10
6 cm/s)
Absorcéo intestinal 100 93.424 Numeérica (% absorvido)
Permeabilidade da pele -2.707 -3.144 Numérica (log Kp)
Substrato da glicoproteina-P ~ Sim Sim Categodrica (Sim/N&o)
Inibidor da glicoproteina-P | Sim N&o Categorica (Sim/N&o)
Inibidor da glicoproteina-P II Sim Nao Categorica (Sim/N&o)
Distribuicao
VDss 0.298 0.529 Numeérica (log L/kg)
Fracdo nao ligada 0.265 0.155 Numérica (Fu)
Permeabilidade na BHE -0.105 0.468 Numeérica (log BB)
Permeabilidade no SNC -1.419 -1.78 Numérica (log PS)
Metabolismo
Substrato de CYP2D6 Nao N&o Categorica (Sim/N&o)
Substrato de CYP3A4 Sim Sim Categorica (Sim/N&o)
Inibidor de CYP1A2 Sim N&o Categorica (Sim/N&o)
Inibidor de CYP2C19 Sim Sim Categodrica (Sim/N&o)
Inibidor de CYP2C9 Nao N&o Categorica (Sim/N&o)
Inibidor de CYP2D6 Sim N&ao Categorica (Sim/N&o)
Inibidor de CYP3A4 Sim N&o Categorica (Sim/N&o)
Excrecéo
Clearance Total 1.051 1.058 Numeérica (log mL/min/kg)
Substrato OCT2 Renal Nao Sim Categoérica (Sim/N&o)
Toxicidade
Toxicidade AMES Sim N&o Categodrica (Sim/N&o)
Dose Maxima Tolerada 0.172 -0.237 Numérica (log mg/kg/day)
Inibidor de hERG | N&o N&o Categodrica (Sim/N&o)
Inibidor de hERG I Sim N&o Categorica (Sim/N&o)
Toxicidade aguda oralem  2.588 2.269 Numeérica (mol/kg)
ratos
Toxicidade cronica oralem  1.729 1.117 Numeérica (log mg/kg_bw/day)
ratos
Hepatotoxicidade Nao N&o Categorica (Sim/N&o)
Sensibilizagao da pele Nao Nao Categorica (Sim/N&o)
Toxicidade em T. Pyriformis  0.308 1.315 Numeérica (log pg/L)
Toxicidade em Minnow - 1.566 Numérica (log mM)
0.7189
Biodisponibilidade oral
Regras de Lipinski 0 0 Violacdo (Numeérica)
Regras de Veber 0 0 Violacdo (Numeérica)

BHE: Barreira Hemato-encefalica; SNC: Sistema Nervoso Central; CYP: Citocromo P450; hERG: Gene
humano ether-a-go-go; OCT2: Transportador de Cations Organico 2; T. pyriformis: Tetrahymena pyriformis.
Fonte: PKCSM (2023)
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5.2 In vitro, SA DEMONSTROU A(;AO ESQUISTOSSOMICIDA COM DESTAQUE
CONTRA ESQUISTOSSOMULOS, VERMES JOVENS E CASAIS DE VERMES
ADULTOS DE S. mansoni.

Usualmente, a triagem de novos compostos esquistossomicidas explora a acao
de moléculas naturais ou sintéticas contra vermes adultos (Zhang; Coultas, 2013),
com poucos estudos que exploram a mesma molécula em diferentes estagios de
desenvolvimento de S. mansoni. Este € o primeiro estudo que explora a atividade
esquistossomicida in vitro de SA contra diferentes fases evolutivas de S. mansoni.

A Tabela 2 e 3 mostram o efeito esquistossomicida de SA empregando scores
de motilidade e mortalidade de esquistossomulos e vermes jovens de S. mansoni,
respectivamente. Durante 24 h de incubacdo, em todos os intervalos de observagao
(3, 6, 12, 24h), esquistossébmulos e vermes jovens, incubados apenas em RPMI
suplementado (controle negativo 1) ou RPMI suplementado + 1% de DMSO (controle
negativo 2) exibiram motilidade e topografia corporal tipicas, peristaltismo dos érgaos
internos e ventosas aderidas a placa de cultura (score 3).

Contra esquistossdomulos (Tabela 2), ap6s 3h de incubacao nas concentracées
de 5, 4 e 3 uM, os vermes foram classificados como mortos, score 0 (auséncia
completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracao de coloracdo), em 100%,
25.71% e 2.85%, respectivamente. Nas concentracbes de 2 e 1 uM, 7.14% e 4.28%
dos vermes, respectivamente, estavam em score 1.5, apresentando reducdo da
motilidade corporal ou reducdo da movimentacdo das extremidades (anterior e/ou
posterior), além de falta de aderéncia das ventosas na placa de cultura. Em 24 h de
incubacédo, SA causou 100% de mortalidade para todas as concentragdes. Por outro
lado, em 24h de experimento, 10 uM de PZQ n&o causou mortalidade em nenhum dos
intervalos de observacdo, os vermes mantiveram-se no score 1.5, apenas com
alteracao na motilidade.

Vermes jovens incubados com PZQ durante todos os intervalos de observacao
exibiram escore 1, movimento apenas nas extremidades (posterior e/ou anterior). Este
resultado corrobora com a literatura que destaca que PZQ possui atividade contra os
casais adultos de S. mansoni (Vale et al., 2017). Em 6 h, nas concentracdes de 7.5,
5.0 e 4.0 uM foi alcancada a letalidade de 100%, 63.33% e 56.66%, respectivamente.
Com 12 h de exposicdo a SA, as concentracdes de 5.0 e 4.0 apresentaram

mortalidade de 63.33 e 79.99%, respectivamente, atingindo 90% de mortalidade no



48

ultimo intervalo de observacéo. E notavel também que, com 3 h, as concentracées de
2.0 e 1.0 uM ja provocaram alteracdes na motilidade do S. mansoni, onde 50 e
56.66%, respectivamente, dos vermes estavam em escore 2.

A Tabela 4 mostra o efeito esquistossomicida de SA em casais de vermes
adultos. Em 12h de incubacéo, em concentracfes 25 e 20 uM, SA causou 100% de
mortalidade. Em 24h, foi alcancada 100% e 62,5% de mortalidade em 15 e 10 uM de
SA, respectivamente.

A atividade de candidatos esquistossomicidas frente a vermes jovens e formas
imaturas de S. mansoni é pouco explorada na comunidade cientifica. Huang et al.
(2020) reporta 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) mediada por SA.
A morte dos vermes jovens e esquistossdomulos pode estar associada ao processo de
morte oxidativa, uma vez que 0s estagios imaturos sdo mais vulneraveis aos danos
tegumentares causados pelas EROs (El-Lakkany; Seif EI-Din, 2013).

Em conformidade com Araujo et al. (2020), PZQ n&o causou mortalidade em
esquistossdmulos e vermes jovens de S. mansoni. A predile¢cdo de PZQ por vermes
adultos nao previne a reinfecgéo, visto que as formas imaturas podem continuar o
desenvolvimento no hospedeiro. Por esse motivo, 0s resultados da atividade de SA
contra esquistossdmulos e vermes jovens de S. mansoni S0 promissores.

O uso de alcaloides em estudos na busca por um novo agente
esquistossomicida é descrito na comunidade cientifica (Rocha et al. 2018; Santos et
al., 2014); entretanto, a atividade apenas para vermes adultos nao resolve a
problematica de possivel reinfeccdo. Além de SA, outros alcaldides podem exibir
atividade contra estagios imaturos do verme. A epiisopiloturina, extraida de Pilocarpus
microphyllus, mostrou atividade in vitro contra esquistossdmulos; apés 120 h de
incubacédo na concentragcédo de 300 pg/mL causou 100% de mortalidade (Veras et al.
2012). Por outro lado, em nosso estudo, SA mostrou mortalidade total em baixas

concentracgdes e curto intervalo de incubacéo.
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Tabela 2 - Escores de motilidade de esquistossdmulos tratados com Praziquantel (PZQ) ou com Sanguinarina (SA) apos 3, 6, 12 e 24 horas de incubagéo

Média + desvio padrédo (SD) e porcentagem (%) de esquistossdmulos nos scores de motilidade ap6s a incubagéo.

Grupos 3h 6h 12h 24h
0 1.5 0 1.5 3 0 1.5 3 0 1.5 3
70+ 0.0 70+ 0.0 70+£0.0 70+ 0.0
Controle 1 (100%) (100%) (100%) (100%)
Controle 2 70+0.0 70+0.0 70+0.0 70+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
PZQ 70+ 0.0 70+ 0.0 70+ 0.0 70+£0.0
10 uM (100%) (100%) (100%) (100%)
SA
5 uM 70+0.0 70+0.0 70+0.0 70+0.0
(100%) (100%) (100%) (100%)
4uM 18 £ 0.0 24 +0.0 28 +0.0 43 +0.0 26 £ 0.0 68 £ 0.0 2+0.0 70+0.0
(25,71%)  (34,20%) (40%) (61,42%)  (37,14%) (97,14%)  (2,85%) (100%)
3 M 2+0.0 14+0.0 54 +0.0 24 +0.0 38+0.0 3+0.0 35+0.0 35+0.0 70+0.0
(2,85%) (20%) (77,14%) (34,28%) (54,28%)  (4,28%) (50%) (50%) (100%)
2 uM 5+0.0 65+ 0.0 8+0.0 34 +0.0 38+0.0 12+0.0 50+ 0.0 8+0.0 70+ 0.0
(7,14%)  (92,85%) (11,42%) (48,57%)  (40%) (17,14%) (71,42%)  (11,4,%) (100%)
1M 3+0.0 67+0.0 5+0.0 38+0.0 27+0.0 11+0.0 4400 15+0.0 70+ 0.0
(4,28%) (71,42%) (7,14%)  (54.28%) (38,57%) (15,71%) (62,85%) (21,42%) (100%)

Nota: 70 esquistossdmulos por concentragdo. O experimento foi realizado em duplicata, totalizando 140 esquistossémulos por concentracao.

Controle 1: esquistossémulos incubados apenas em RPMI suplementado
Controle 2: esquistossémulos incubados em RPMI suplementado + 1.0% de DMSO
Score 3: movimentos tipicos ao longo do corpo, peristaltismo dos 6rgaos internos e ventosas aderidas nas laterais e fundo da placa de cultura..
Score 1.5: movimento apenas nas extremidades (posterior e/ou anterior)

Score 0: auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteracdo de coloragéo.
Fonte: Autora (2023)
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Tabela 3 - Escores de motilidade dos vermes jovens controle, tratados com Praziquantel (PZQ — 10 uM) ou com Sanguinarina (SA - 7.5 uM a 1.0 uM) apés 3, 6, 12 e 24h de
incubacéo

Média + desvio padrédo (SD) e porcentagem (%) de vermes jovens nos scores de motilidade apés a incubacéao.

3h 6h 12h 24h
Grupos
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3)
30+0.0 30+0.0 30+0.0 30+0.0
Controle 1
(100%) (100%) (100%) (100%)
30+0.0 30+0.0 30+0.0 30+0.0
Controle 2
(100%) (100%) (100%) (100%)
Praziquantel 30+0.0 30+0.0 30+0.0 30+0.0
10 pM (100%) (100%) (100%) (100%)
Sanguinarina
7.0+£0.0 23%0.0 30+0.0 30+0.0 30+0.0
7.5 uM
(23.33%) (76.66%) (100%) (100%) (100%)
9+00 15+0.0 3%0.0 3+0.0 19+0.0 4+0.0 4+0.0 3+0.0 19+0.0 5+0.0 3+0.0 3+0.0 26+£0.0 2+0.0 4+0.0 1+£0.0
5.0 uyM
(30%) (50%) (9.99) (9.99) (63.33%) (13.33%) (13.33%) (9.99%) (63.33%) (16.66%) (9.99%) (9.99%) (86.66%) (6.66%) (13.33%) (3.33%)
15+0.0 13+0.0 2+0.0 17+00 5%0.0 6+0.0 2+0.0 24 +0.0 4+0.0 2+0.0 27+0.0 1+£00 2+0.0
4.0 yM (89.99%)
(50%)  (43.33%) (6.66%) (56.66%) (16.66%)  (20%) (6.66%) (79.99%) (13.33%) (6.66%) (3.33%) (6.66%)
6+0.0 1+0.0 7+00 1600 6+0.0 6+0.0 8+0.0 10+0.0 8+0.0 5+0.0 12+0.0 5+ 0.0 14+ 0.0 3+0.0 3+0.0 10+ 0.0
3.0 uM
(20%) (3,.33%) (23.33%) (53.33%) (20%) (20%)  (26.66%) (33.33%) (26.66%) (16.66%)  (40%)  (16.66%) (46.66%)  (9.99%)  (9.99%) (33.33%)
5+00 15+00 10%0.0 4+0.0 17+00 3%0.0 6+0.0 8+0.0 3+00 10+00 9*0.0 10+0.0 2+0.0 4+0.0 14 +£0.0
20uM
(16.66%)  (50%)  (33.33%) (13.33%) (56.66%) (9.99%) (20%) (16.66%) (9.99%) (33.33%)  (30%) (33.33%) (6.66%)  (13.33%) (46.66%)
17+0.0 13%0.0 17+0.0 13%0.0 17+0.0 13x0.0 17+0.0 13+0.0
1.ouM (56.66%) (43.33%) (56.66%) (43.33%) (56.66%) (43.33%) (56.66%) (43.33%)

Nota: Valor médio de 30 vermes jovens por concentragao. O experimento foi realizado em quadruplicata, totalizando 120 vermes por concentragao.
Controle 1: vermes jovens incubados apenas em RPMI suplementado.
Controle 2: vermes jovens incubados em RPMI suplementado com 1.0% de DMSO.
Escore 3: movimentos tipicos ao longo do corpo, peristaltismo dos 6rgéos internos e ventosas aderidas nas laterais e fundo da placa de cultura.
Escore 2: movimentos reduzidos ao longo do corpo e reducéo do peristaltismo.
Escore 1: movimento apenas nas extremidades (posterior e/ou anterior).
Escore 0: auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteragdo de coloracao.
Fonte: Autora (2023)
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Tabela 4 - Escores de motilidade de vermes adultos, tratados com Praziquantel (PZQ) ou com Sanguinarina (SA) ap6s 3, 6, 12, e 24 horas de incubacéo.

Média + desvio padréo (DP) e porcentagem de vermes adultos (%) nos scores de motilidade apds a incubagéo.

3h 6 h 12 h 24 h
Grupos
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
16 £ 0.0 16 £ 0.0 16 £ 0.0 16 £ 0.0
Controle 1
(100%) (100%) (100%) (100%)
16 £ 0.0 16 + 0.0 16 £ 0.0 16 £ 0.0
Controle 2
(100%) (100%) (100%) (100%)
PZQ 13+1.4 3+141 1+£0.7 15+1.4 10+ 2.8 6+2.8 15+ 0.0 1+£0.7
10 uM (81.2%) (18.7%) (6.2%) (93.7%) (62.5%) (37.5%) (93.7%) (6.25%)
SA
25 UM 2+00 14+0.0 16 £ 0.0 16 £ 0.0 16 £0.0
H (12.5%) (87.5%) (100%) (100%) (100%)
0 iy 1+00 11+0.0 4+0.0 3+£0.0 13+0.0 16 £ 0.0 16 £0.0
& (6.2%) (68.7%) (25%) (18.7%) (81.2%) (100%) (100%)
15 uM 1+0.0 2+0.0 13+0.0 700 9%0.0 7+0.0 9+0.0 16 £0.0
H (6.2%) (12.5%) (81.25%) (43.7%) (56.2%) (43.7%) (56.2%) (100%)
O 5+00 11+0.0 16 £ 0.0 6+0.0 8+0.0 2+0.0 10 £0.0 4+0.0 2+0.0
& (31.3%) (68.7%) (100%) (37.5%) (50%) (12.5%) (62.5%) (25%) (12.5%)
75 UM 16 £0.0 8+0.0 8zx0.0 1+0.0 1+0.0 14 +0.0 5+0.0 11+0.0
~H (100%) (50%) (50%) (6.2%) (6.2%) (87.5%) (31.2%) (68.7%)
5 LM 16 £ 0.0 16 + 0.0 16 £ 0.0 4+0.0 12+ 0.0
. (100%) (100%) (100%) (25%) (75%)
55 UM 16 £ 0.0 16 £ 0.0 16.+£0.0 2+0.0 14.0£0.0
~H (100%) (100%) (100%) (12.5%) (87.5%)
16 £ 0.0 16 £ 0.0 16 £ 0.0 16 £ 0.0
1.25 yM
(100%) (100%) (100%) (100%)

Nota: 16 vermes adultos (8 casais) por concentragdo. O experimento foi realizado em duplicata, totalizando 32 vermes por concentracao.

Controle 1: casais de vermes adultos incubados apenas em RPMI suplementado.
Controle 2: casais de vermes adultos incubados em RPMI suplementado + 1.0% de DMSO.

Escore 3: movimentos tipicos ao longo do corpo, peristaltismo dos 6rgaos internos e ventosas aderidas nas laterais e fundo da placa de cultura.

Escore 2: movimentos reduzidos ao longo do corpo e reducao do peristaltismo.

Escore 1: movimento apenas nas extremidades (posterior e/ou anterior).

Escore 0: auséncia completa de movimentos e tegumento com ou sem alteragéo de coloracgao.
Fonte: Autora (2023)
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5.3 SA REDUZIU A VIABILIDADE CELULAR DE VERMES JOVENS E CASAIS DE
VERMES ADULTOS DE S. mansoni

Em vermes jovens (Figura 9A), PZQ nao teve impacto significativo na reducao
dos cristais de formazan, enquanto SA nas concentragdes de 7.5, 5, 4, 3 e 2 uM foi
capaz de reduzir a viabilidade mitocondrial em 92.78%, 84.63%, 81.45%, 56.88% e
23.34% (p < 0.001), respectivamente, e para a concentracdo de 1uM a reducéo foi
15.43% (p < 0.01) (Figura 9). Dessa forma, SA exibiu acdo dose-dependente e, em
comparacdo ao PZQ, teve maior atividade nos vermes jovens mesmo em
concentragbes menores.

Para vermes adultos (Figura 9B), nas concentragdes 25 e 20 uM de SA houve
uma reducdo de 88% na formacdo de cristais de formazan; enquanto para as
concentracdes 15, 10, 7.5 e 5 uM, a reducéo foi de 78.12%, 52.0%, 29.45%, e 19.23%,
respectivamente. Contra vermes adultos 25 e 20 uM de SA foi mais efetivo que PZQ,
com reducao maior que 50% (p < 0.01), quando comparados. Em relacdo ao PZQ, a
reducado de cristais de formazan foi de 9.5% e 75.12% para vermes jovens e casais
adultos, respectivamente, quando comparados ao grupo controle 2.

Os resultados da reducéo da viabilidade celular contra vermes, especialmente
contra jovens, podem em parte, ser atribuido a atividade antiproliferativa de SA, como
reportado também com outros alcaloides (Balestrini et al. (2017).

Zhang e Coultas (2013) descrevem que SA causa danos extensos e
irreversiveis no tegumento e S. mansoni. A citotoxicidade de SA no tegumento pode
ocorrer via enzimas mitocondriais, potenciais alvos bioldgicos da SA, e resulta em
diversos efeitos bioldégicos como a geracdo de EROs, apoptose e diminuicdo das
diversas antioxidantes do verme (Talaam et al., 2021). Dessa maneira, o papel de SA
na integridade tegumentar pode aumentar a susceptibilidade do parasito ao sistema
imunologico do hospedeiro (Zhang; Coultas, 2013).

Estudo realizados por Balestrini e colaboradores (2017) reportou que SA, sobre
platelminto de vida livre (planéaria), causou aumento da atividade da caspase-3,
protease mitocondrial envolvida no processo de apoptose celular, e causou danos
teciduais em planarias submetidas ao tratamento com SA. Resultados que corroboram

com nossos estudos sobre a reducao da viabilidade celular de S. mansoni.
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Figura 9 — Efeitos in vitro causados por SA na viabilidade celular de vermes jovens (A) e vermes
adultos (B)

-
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Nota: Controles positivo foram tratados com PZQ 10 puM.

C1 (controle 1): vermes jovens incubados apenas em RPMI suplementado.

C2 (controle 2): vermes jovens incubados em RPMI suplementado + 1.0% de DMSO.

A viabilidade foi expressa como média + Desvio Padrdo (DP) dos valores de absorbancia de seis

experimentos. *** p < 0.001 comparado C2. #¢ P < 0.001 comparado ao controle positivo (PZQ).
Fonte: autora (2023)

Os efeitos observados, tanto em planarias quanto em células cancerosas sao
atribuidos a hipétese de que a SA pode afetar o funcionamento da Na*/K*- ATPase.
Estudos in vitro demonstram que SA causa inibicdo da Na*/K* -ATPase. O efeito

supressor sobre a enzima provoca desequilibrio na entrada e saida de ions e
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nutrientes, além de alteracéo do pH intracelular e formacéo de EROs (Balestrini et al.,
2017).

Além da bomba de sédio e potassio, diversos alvos e mecanismos de acao
podem estar envolvidos na atividade antiproliferativa e apoptética da SA (Talaan et
al., 2021). Incluindo acédo no sistema nervoso central, como reportado por Zhang e
Coultas (2013), ao comparar os danos tegumentares causados por SA com 0s danos
causados por plumbagina. A plumbagina, molécula da classe dos alcaloides, s&o
atribuidas propriedades antiesquistossomoticas, incluindo a desintegragdo de
estruturas tegumentares e fissuras na superficie corporal de S. mansoni (Zhang;
Coultas, 2013).

Outros alcaloides como cassina e espectalina, sdo reportados como agentes
lesivos ao tegumento, sendo este um importante alvo para o estudo da atividade de
moléculas esquistossomicidas (Castro, 2015). Ao tecido tegumentar sdo atribuidas
diversas funcdes como a protecdo do parasito contra o sistema imune do hospedeiro,
modulacao e absorcao de nutrientes, mecanismos de sobrevivéncia, osmorregulacao
e excrecdo. Além disso, possui diversas enzimas envolvidas na geracdo de ATP e

manutencao do potencial de membrana (Harder, 2020).
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6 CONCLUSAO

SA apresentou parametros farmacocinéticos ADMET e biodisponibilidade oral
adequados, além de elevada atividade esquistossomicida in vitro contra S. mansoni,
especialmente contra as fases imaturas de esquistossémulos e vermes jovens. SA
casou mortalidade em baixas concentracdes e curto periodo de incubacéo, além de
ter reduzido a viabilidade celular de vermes jovens e casais adultos. Sendo, portanto,
uma molécula com perfil farmacologico promissor no tratamento e controle da infeccao

pelo S. mansoni.
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