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RESUMO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria crbnica causada por parasitos do
género Schistosoma. Atualmente, a quimioterapia é o recurso imediato para minimizar
a prevaléncia e incidéncia desta doenga em todo o mundo, e o Unico medicamento
indicado para o tratamento € o praziquantel (PZQ). No entanto, a dependéncia de um
anico farmaco € preocupante, principalmente em areas endémicas, onde a
guimioterapia repetitiva é constante, podendo favorecer o aparecimento de cepas
resistentes ao medicamento. Na literatura ja foram relatadas algumas competéncias
do eugenol, tais como atividades antibacterianas e antiparasitarias. Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade in vitro de derivados eugendlicos
sobre os vermes adultos do Schistosoma mansoni utilizando ferramentas bioquimicas
e morfoldgicas; além da analise in silico, a fim de elucidar o mecanismo de acéo destes
compostos sobre o parasito. Desta forma, o uso de diferentes técnicas auxiliou a
elucidar o meio pelo qual os derivados eugendlicos agiam sobre o verme. Apés
realizacdo do screening com diversos derivados eugendlicos em diferentes doses,
selecionou-se trés compostos e determinou-se assim seu EDso, sendo, portanto, FB1
(62,19ug/ml), FB4 (41,04pg/ml) e FB9 (100,67 pg/ml). Assim, foi feita uma analise
biomolecular sobre o sistema excretor e lesédo de tegumento do parasito utilizando
microscopia de fluorescéncia e eletrénica de varredura. Além disso, foram realizados
ensaios bioquimicos com o verapamil e a ouabaina, antagonistas dos canais de calcio
e da bomba Na+ K+ ATPase, respectivamente. Complementarmente, foram
realizadas analises in silico para avaliar a interacao dos derivados em questao e estes
canais. Os derivados eugendlicos provocaram lesdo no tegumento e no sistema
excretor dos vermes adultos de S. mansoni, fato comprovado através das sondas
fluorescentes de marcacdo e microscopia eletronica de varredura, principalmente o
derivado FB4 na concentracdo 80 pg / mL. Além disso, pbéde-se observar o
retardamento da morte dos vermes adultos comparando presenca/auséncia de
ouabaina, 192/72h; 192/168h associado ao FB1 e FB9, respectivamente. Por outro
lado, ndo se viu alteracdes quando em contato com o antagonista do canal de calcio,
que somente inibiu a acdo do PZQ. Sendo assim, um dos provaveis mecanismos de
acao dos derivados eugendlicos esta relacionado com a inibicdo do canal de sédio, o
que pode estar relacionado com o que ja foi descrito para os compostos eugendlicos.
Foi observado que o composto que melhor interagiu com estes canais foram o FB1 e
FB9, mas foram os que apresentaram maior EDso e os de menor efeito no tegumento
dos vermes adultos. De modo oposto o derivado FB4 foi 0 que menos interagiu no
contexto in silico e o de menor EDso € maior efeito no tegumento. Desta forma pode-
se concluir que os derivados eugendlicos atuam sobre o parasito de forma mais ativa
guando atuam no tegumento dos vermes adultos do S. mansoni.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Eugenol. Esquistossomose. Mecanismo de
acao.



ABSTRACT

Schistosomiasis is a chronic parasitic disease caused by parasites of the genus
Schistosoma. Currently, chemotherapy is the immediate resource to minimize the
prevalence and incidence of this disease worldwide, and the only medication indicated
for treatment is praziquantel (PZQ). However, the dependence on a single drug is
worrying, especially in endemic areas, where repetitive chemotherapy is constant,
which may favor the appearance of strains resistant to the drug. Some competences
of eugenol have been reported in the literature, such as antibacterial and antiparasitic
activities. In this sense, this work aimed to evaluate the in vitro activity of eugenolic
derivatives on adult worms from Schistosoma mansoni using biochemical and
morphological tools; in addition to in silico analysis, in order to elucidate the mechanism
of action of these compounds on the parasite. In this way, the use of different
techniques helped to elucidate the means by which the eugenolic derivatives acted on
the worm. After performing screening with different eugenolic derivatives at different
doses, three compounds were selected and their EDso was thus determined, thus
being FB1 (62.19ug / ml), FB4 (41.04 pg / ml) and FB9 (100, 67 pg / ml). Thus, a
biomolecular analysis was performed on the excretory system and skin damage of the
parasite using fluorescence microscopy and scanning electron. In addition,
biochemical tests were performed with verapamil and ouabain, antagonists of the
calcium channels and the Na + K + ATPase pump, respectively. In addition, in silico
analyzes were carried out to evaluate the interaction of the derivatives in question and
these channels. The eugenolic derivatives caused damage to the tegument and the
excretory system of the adult worms of S. mansoni, a fact confirmed by the fluorescent
marking probes and scanning electron microscopy, mainly the FB4 derivative at 80 ug
/ mL concentration. In addition, it was possible to observe the delay in the death of
adult worms by comparing the presence / absence of ouabain, 192 / 72h; 192 / 168h
associated with FB1 and FB9, respectively. On the other hand, no changes were seen
when in contact with the calcium channel antagonist, which only inhibited the action of
PZQ. Thus, one of the likely mechanisms of action of eugenolic derivatives is related
to sodium channel inhibition, which may be related to what has already been described
for eugenolic compounds. It was observed that the compound that best interacted with
these channels were FB1 and FB9, but they were the ones that had the highest EDso
and those with the least effect on the coat of adult worms. Conversely, the FB4
derivative was the one that least interacted in the in silico context and the one with the
lowest EDso and the greatest effect on the integument. In this way, it can be concluded
that the eugenolic derivatives act on the parasite more actively when they act on the
integument of the adult worms of S. mansoni.

Keywords: Schistosoma mansoni. Eugenol. Schistosomiasis. Mechanism of action.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doencas
parasitarias e bacterianas que acometem mais de um bilhdo de pessoas no mundo
todo. Estas doencas afetam majoritariamente pessoas mais pobres e prejudicam seu
desenvolvimento fisico e cognitivo, dificultam a agricultura ou a subsisténcia familiar e
limitam a produtividade no local de trabalho. Como resultado, as DTNs prendem o0s
pobres em um ciclo de pobreza e doenca. Entre as doencas tropicais negligenciadas
mais proeminentes esta a esquistossomose, uma doenca helmintica causada pelo
Schistosoma spp (CDC, 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada que esta diretamente
associada a pobreza e ao subdesenvolvimento. Ela tem como fator principal a falta de
saneamento basico e coabitacdo as colecbes de agua contaminada.
Aproximadamente 207 milhd&es de pessoas estao infectadas em 76 paises, sendo que
destas, 120 milhdes apresentam sintomas e 20 milhdes manifestam a doenca na
forma grave. Além disso, cerca de 779 milhdes de pessoas estdo sob o risco de
infeccdo no mundo (CHITSULO et al., 2004; STEINMANN et al., 2006).

Apesar de atingir milhares de pessoas no mundo todo, ainda ndo existe uma
vacina para a esquistossomose e o tratamento depende inteiramente de um farmaco,
o praziquantel (PZQ) (DOENHOFF et al., 2009). No entanto, a ineficacia deste
medicamento contra as formas jovens da esquistossomose em desenvolvimento no
hospedeiro e o surgimento de cepas resistentes ao PZQ, tem motivado a busca de
novos compostos ativos contra este helminto (MAGALHAES et al., 2009;
MAGALHAES et al., 2010).

O uso de plantas para tratar doencas e distarbios da saude € feito desde os
primordios pelos seres humanos. E sabido também que muitas destas plantas
possuem atividades biologicas, incluindo atividades antiparasitarias. Além disso,
muitas infecgbes causadas por parasitos sao tratadas por produtos vegetais ou

metabdlitos secundarios isolados a partir deles (WINK, 2012).

O eugenol (4 alil 2 metoxifenol) € um componente monoterpeno natural obtido

do Oleo de cravo, que possui varias propriedades bioldgicas, incluindo atividades
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antioxidante, antiinflamatoria, analgésica, antipirética, antibacteriana, antifingica e
antitumoral (FOUND, 2011). Além disso, é usado na medicina como um antisséptico
local e anestésico e ja foi relatado pela Food and Drug Administration (Administracao
de Alimentos e Medicamentos) como um composto antioxidante de ocorréncia natural
e segura (DUTTA, 2015). Além das atividades biologicas citadas acima, os derivados
eugendlicos também possuem atividades antiparasitarias, como antitripanossomais
(SANTORO et al.,, 2007), antimaléarica (BAGAVAN et al., 2011), anti-Leishmania
(ISLAMUDDIN et al., 2016; MORAIS et al., 2014), potencial terapéutico contra T. cruzi
(GRECCO et al., 2017) e efeito moluscicida contra os vetores da esquistossomose
(EL-DIN et al., 2006).

Sendo assim e diante da preocupacdo em relacdo ao desenvolvimento de
resisténcia ao Unico farmaco utilizado para o tratamento da infeccédo, tornou-se
pertinente avaliar os efeitos dos derivados do eugenol sobre os vermes adultos de
Schistosoma mansoni e elucidar através de diferentes ferramentas morfoldgicas,

bioquimicas e no contexto in silico, seu mecanismo de agéao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo de condi¢des clinica que
persistem entre as populacfes de baixa renda nas regibes em desenvolvimento,
sobretudo na Africa, Asia e Américas. Elas sdo causadas por uma variedade de

patégenos, como virus, bactérias, protozoarios e helmintos (WHO, 2018).

As doencas tropicais negligenciadas mais importantes incluem trés infeccées
por protozoarios transmitidos por vetores - leishmaniose, tripanossomiase humana
africana e doenca de Chagas; trés infec¢des bacterianas - tracoma, lepra e Ulcera de
Buruli; e cinco infec¢cdes por helmintos - ancilostomiase, ascaridiase, tricuriase,
oncocercose e esquistossomose (HOTEZ, 2006). Ao contrario das ameacas globais
de saude mais conhecidas, como o HIV-AIDS, a malaria e a tuberculose, as DTNs nao
recebem atencao internacional suficiente. Em vez disso, elas continuam neste ciclo
de isolamento e pobreza intensa, configurando o contexto de doencas negligenciadas
(MOLYNEUX, 2004).

Como caracteristica comum, as DTNs incluem alta endemicidade em areas
urbano-rurais e empobrecidas de paises de baixa renda e uma capacidade de
prejudicar o crescimento infantil, o desenvolvimento intelectual e a educacao, bem
como a produtividade do trabalhador. Desta forma, as doencas tropicais
negligenciadas séo condi¢cdes de promocao da pobreza. Muitas das doencas tropicais
negligenciadas séo desfigurantes e estigmatizantes, sendo que suas caracteristicas
sdo descritas na Biblia e em outros textos antigos, afirmando que elas afetaram os

seres humanos por milénios (HOTEZ, 2006).

2.2 PARASITO — CICLO E TRANSMISSAO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria aguda e cronica causada por
vermes sanguineos (trematédeos) do género Schistosoma (WHO, 2018). O ciclo de

vida deste parasita ocorre em dois momentos — um no hospedeiro definitivo
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(vertebrado) e outro no hospedeiro intermediario (invertebrado). No hospedeiro
definitivo € que acontece a maturacao e reproducédo sexuada dos vermes, enquanto
que no hospedeiro intermedidrio — caramujos do género Biomplalaria — ocorre a
poliembrionia. Existe, portanto, seis estagios pelos quais o parasita passa durante seu
ciclo de vida, sendo eles: ovo, miracidio, esporocistos, cercaria, esquistossémulo e
vermes adultos (HAN et al., 2009).

Os vermes machos e fémeas adultos vivem nas veias do hospedeiro humano,
onde acasalam e produzem ovos, 0s quais sdo eliminados com fezes ou urinat
(FIGURA 1). Sob condicbes ideais, os miracidios eclodem2, nadam e penetram
caramujos especificos que sdo os hospedeiros intermediarios?. Os estagios larvais do
parasito no caramujo incluem duas geracdes de esporocistos* e a producdo de
cercarias®. Apoés a liberacdo do caramujo, as cercarias infectantes nadam, penetram
na pele do hospedeiro humano® e perdem sua cauda bifurcada, tornando-se
esquistossdmulos’. Os esquistossdmulos migram através de varios tecidos e fases
até a seu habitat nas veias®®. Os vermes adultos em humanos residem nas vénulas
mesentéricas em varios locais, que as vezes parecem ser especificos para cada
espéciel®. Por exemplo, o S. japonicum é mais frequentemente encontrado nas veias
mesentéricas superiores que drenam o intestino delgado”. Por outro lado, o S.
mansoni ocorre mais frequentemente nas veias mesentéricas superiores que drenam
0 intestino grosso®. Ambas as espécies, no entanto, podem ocupar qualquer
localidade e séo capazes de se movimentar entre diferentes locais, de modo que nao
€ possivel afirmar inequivocamente que uma espécie s6 ocorre em um local. O S.
haematobium ocorre mais frequentemente no plexo venoso da bexiga®, mas também
pode ser encontrado nas vénulas retais. As fémeas (tamanho 7 a 20 mm; machos
ligeiramente menores) depositam ovos has pequenas vénulas dos sistemas porta. Os
ovos sao movidos progressivamente em direcdo ao lumen do intestino (S. mansoni e
S. japonicum), da bexiga e ureteres (S. haematobium), e sdo eliminados com fezes

ou urina, respectivamente (CDC, 2018).
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Figura 1 - Ciclo de vida do Schistosoma
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2017.

2.3 EPIDEMIOLOGIA

O género Schistosoma esta bem estabelecido no mundo todo, sendo as
espécies Schistosoma japonicum distribuido na China, Filipinas e Indonésia; S.
mansoni em muitos paises da Africa e América do Sul; e S. haematobium distribuido
na Africa e no Oriente Médio (TABELA 1) (KOJIMA, 1997).

Apesar de S. haematobium, S. mansoni, S. guineensis e S. intercalatum
infectaram majoritariamente seres humanos, S. japonicum e S. mekongi sdo espécies
zoonoticas. De fato, mais de 40 espécies diferentes de mamiferos servem como
hospedeiros de reservatérios para S. japonicum, com bovinos (bufalo e gado) sendo
0 mais relevante (ZHOU et al.,, 2010). Por outro lado, os principais hospedeiros

reservatorios para S. mekongi parecem ser caes e porcos domésticos, mas outros
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animais, nomeadamente bovinos, podem também estar envolvidos na transmisséo
(MUTH et al., 2010). Gentile et al. (2010), demonstraram a importancia de hospedeiros
reservatérios do S. mansoni e a preocupante ideia da potencializacdo da transmisséo

da esquistossomose nas areas endémicas através de roedores suscetiveis a infeccao.

Tabela 1 - Espécies de parasitos e distribuicdo geografica da esquistossomose

Espécies de parasitos e distribuigcdo geografica da esquistossomose

Espécies Distribui¢cdo geografica
Esquistossomose Schistosoma mansoni Africa, Oriente Médio,
intestinal Caribe, Brasil, Venezuela

e Suriname

Schistosoma japonicum China, Indonésia, Filipinas

Schistosoma mekongi Varios distritos do
Camboja e da Republica
Democratica Popular do
Laos
Schistosoma guineensis e | Areas de floresta tropical
S. intercalatum da Africa Central

relacionados

Esquistossomose | Schistosoma haematobium Oriente Médio, Africa,

urogenital Corsega (Franca).

Fonte: Adaptado de Organiza¢do Mundial da Saude, 2019.

Ha de se mencionar como caracteristica pontual da epidemiologia da
esquistossomose, sua distribuicdo focal. Em outras palavras, sua intensidade e
prevaléncia demasiadamente variaveis. A auséncia de saneamento basico, falta de
agua limpa e higiene, além de atividades que envolvam o contato com a agua sao
fatores eminentes que colocam os individuos em risco de infeccdo pela
esquistossomose quando expostos a cole¢des aquaticas contaminados (GRIMES et
al., 2014).

Estimativas mostram que no ano de 2016, pelo menos 206,4 milhdes de
pessoas necessitaram de tratamento. O tratamento, que deve ser repetido ao longo

de varios anos, reduzira e prevenira a morbidade. A transmissao da esquistossomose
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foi relatada em 78 paises. No entanto, a quimioterapia preventiva para a
esquistossomose, onde pessoas e comunidades sédo alvos de tratamento em larga
escala, s € necessaria em 52 paises endémicos com transmissdo de moderada a
alta (WHO, 2018). Embora a estimativa do numero de pessoas infectadas seja de
aproximadamente 200 milhfes de pessoas, 0s numeros relativos a morbidade e a
mortalidade ndo estdo bem estabelecidos, devendo, portanto, ser revisados
(BERGQUIST, 2002).

2.4 CONTROLE E TRATAMENTO

O controle da esquistossomose ocorre principalmente pela quimioterapia
preventiva, sendo que criancas em idade escolar e outros grupos de alto risco podem

receber o praziquantel (PZQ) sem diagnéstico prévio (UTZINGER et al., 2011).

O Ministério da Saude preconiza a respeito do controle duradouro e sustentavel
da esquistossomose, a implementacdo de politicas publicas que melhorem as

condicBes de vida das populacdes. Para tanto:

“os gestores municipais do Sistema Unico de Salde — SUS, responsaveis
pela execucéo das agbes de vigilancia e controle da esquistossomose, devem
buscar, em articulagdo com outros setores governamentais, a melhoria de
vida das populagbes, mediante acdes de educacao e de intervengédo no meio
ambiente” (BRASIL, 2014).

O tratamento, por sua vez, deve ser repetido ao longo de varios anos e assim,
espera-se uma reducéo do numero de infectados e a prevencao da morbidade (WHO,
2018). A estratégia da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o controle da
esquistossomose se concentra no controle da morbidade da doencga por meio de
tratamento perioddico e direcionado com o PZQ. Isso envolve tratamento regular de

todos os que estdo em risco (WHO, 2018).

Nao obstante, o uso extensivo de PZQ na auséncia de alternativas necessita

de monitoramento cuidadoso para identificar sinais precoces de falha terapéutica
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(DOENHOFF et al., 2009). Assim, a OMS percebeu a exigéncia de detectar novas

alternativas além do PZQ.

Tratar individuos infectados com o PZQ, droga anti-helmintica, controla a
infeccdo e morbidade (WHO, 2002). O PZQ, um derivado de pirazinoisoquinolina
altamente eficaz, com um bom perfil de seguranca e um amplo espectro contra
infecgbes por helmintos, continua a ser o medicamento de escolha para a
quimioterapia da esquistossomose ha mais de 40 anos. No entanto, em areas
endémicas, a possibilidade de os parasitos desenvolverem resisténcia ao PZQ é
consideravelmente preocupante, principalmente quando se leva em conta que ele € o
anico farmaco disponivel para esta parasitose. Assim sendo, o avanco e melhoria no

tratamento da esquistossomose sdo emergentes (DOENHOFF, 2008).

A alta eficacia contra todas as espécies de Schistosoma, a auséncia de efeitos
colaterais sérios, a administragdo de dose oral Unica, o custo competitivo e a larga
experiéncia clinica mostrando que ele é seguro, efetivo e facil de administrar, fizeram
do PZQ o medicamento de escolha no combate a esquistossomose (THOMPSON et
al., 1982).

O mecanismo de acdo do PZQ esta relacionado ao influxo de calcio através do
tegumento e das células musculares do Schistosoma causando contracdes imediatas,
devido aos sitios no tegumento do verme que sdo sensiveis ao PZQ. Como o
tegumento esté ligado as células do musculo, uma elevacédo de célcio intrategumentar
conduz a um aumento do calcio no reticulo sarcoplasmético, promovendo assim a

referida contracdo muscular (CIOLI et al., 2014).

Outros fatores observados sobre a acdo da droga foram alteracbes
morfolégicas como vacuolizacdo do sincicio tegumentar e a formacédo de bolhas na
superficie do tegumento. Com a formagédo dessas lesdes no tegumento, ocorre a
exposicao de antigenos do parasito e a consequente penetracdo de células de defesa
em seu interior que auxiliam na destruicdo dos vermes. Este fato & decorrente do

sinergismo entre a agédo dos anticorpos e 0 PZQ (XIAO et al., 1984).

Ha uma falta de dados de testes de seguranca para o uso de PZQ em criancas
com menos de quatro anos de idade ou mulheres gravidas. No entanto, o PZQ foi
amplamente distribuido em programas de administracdo de medicamentos em massa

e a OMS agora recomenda que as mulheres gravidas devam ser tratadas como parte
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dessas campanhas com base na vasta experiéncia com a droga e na revisao das
evidéncias veterinarias e humanas. Da mesma forma, a OMS relata que ha evidéncias
crescentes de que criancas infectadas a partir de um ano de idade podem ser
efetivamente tratadas com PZQ sem efeitos colaterais graves; no entanto, a droga
estd comumente disponivel na forma de pilulas grandes e dificeis de engolir, 0 que
coloca criancas pequenas em risco de asfixia e outras dificuldades para engolir o
farmaco (CDC, 2018).

2.5 DIFICULDADES NO TRATAMENTO ATUAL

Desde o desaparecimento da oxamniquine e metrifonato, o PZQ tem sido o
Unico farmaco de escolha para tratamento da esquistossomose. E preocupante, no
entanto, um unico medicamento disponivel para uma das mais importantes doencas
do mundo tropical. Os trabalhadores de campo e a comunidade cientifica lamentam a
falta de interesse pela indulstria farmacéutica no desenvolvimento de novas
alternativas (BERGQUIST, 2002).

Embora a esquistossomose seja uma infeccéo tratavel, o atual tratamento de
escolha ndo fornece uma estratégia ideal para o controle da doenca, pois altas taxas
de reinfeccdo poés-tratamento, o declinio da eficacia com tratamento repetido, a
morbidade de rebote (no caso da esquistossomose) e o0 potencial para 0 surgimento
de resisténcia a drogas ameacam a sustentabilidade da administracdo de
medicamentos em massa como unica forma de controle (HOTEZ, 2008).

Tendo em vista as problematicas que envolvem a esquistossomose, ha trés
fatores basicos que justificam a necessidade da descoberta e desenvolvimento de
medicamentos contra essa doencga. Primeiramente, ndo existe uma vacina disponivel
para a prevencdo da esquistoSsomose e 0S recursos necessarios para o
desenvolvimento de vacinas eficazes sé@o substanciais. Em segundo lugar, ha
desafios operacionais e limitacdes de recursos em relacédo a implementacéo de outras
medidas preventivas, como acesso a agua potavel e saneamento adequado. Por

altimo e ndo menos importante, o comportamento humano e os habitos e estilo de
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vida (por exemplo, evitar contato com a agua para evitar a transmissdo da

esquistossomose) séo de dificil alteracdo (LOUKAS, 2006).

Sendo assim, o uso de medicamentos seguros e eficazes sdo a principal
estratégia para o tratamento individual e o controle da morbidade comunitaria da
esquistossomose (UTZINGER, 2004). O desenvolvimento e a implantacdo de novos
medicamentos, isoladamente ou em combina¢do com outros que tém um mecanismo
de acdo diferente, € um fator-chave para melhorar os resultados terapéuticos e

prolongar a vida util dos medicamentos existentes (WHITE, 1999).

2.6 ALVOS CARACTERISTICOS PARA NOVOS MEDICAMENTOS

2.6.1 Tegumento

Os esquistossomos pertencem ao clado animal chamado neodermata, que
consiste em aproximadamente 100.000 espécies de vermes parasitos
(LITTLEWOOD, 2006). A principal inovagao evolucionéria que define esse clado é
uma estrutura semelhante a da pele - denominada tegumento - que permite que 0s
parasitos suportem ambientes particularmente hostis, como o sistema digestivo
humano e a corrente sanguinea. Também ajuda os vermes a absorver nutrientes e a
se apegar a seus hospedeiros, adaptacbes importantes que potencialmente

permitiram que os vermes se tornassem parasitos (ADLER, 2018).

Balkom et al. (2005), mapearam o0 proteoma tegumentar da estrutura da
superficie externa de S. mansoni a partir do projeto de sequenciamento do genoma
deste helminto. A partir dai, foi possivel identificar 740 proteinas das quais 43 eram
especificas do tegumento. Muitas destas proteinas ndo apresentavam homologia com
nenhuma proteina ndo esquistossémica, demonstrando que a superficie externa do
esquistossomo compreende proteinas especificas e a Unicas, provavelmente criticas

para a sobrevivéncia do parasita.

O tegumento é capaz de secretar e expor substancias que influenciam na
resposta do hospedeiro. Estas substancias sdo capazes de mimetizar antigenos do
individuo, refratando a resposta imune (VAN HELLEMOND et al., 2006). Uma outra

caracteristica que classifica o tegumento do S. mansoni como um mecanismo de
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evasao extremamente efetivo, € uma renovacdo muito rapida, principalmente em
areas danificadas, sendo, também, recoberto por proteinas que degradam
imunoglobulinas e ndo permitem a aderéncia de granulocitos (ABATH e
WERKHAUSER, 1996; VAN HELLEMOND et al., 2006).

Esta estrutura sincicial desempenha um papel crucial na protecéo, absorcao de
nutrientes, incluindo aminodcidos, lipidios, lipoproteinas e outros, juntamente com a

excrecdo de produtos catabdlicos, como o &cido latico (FAGHIRI, 2015).

2.6.1.1 Marcacao do tegumento no verme adulto

Nos ultimos anos, o sistema excretor e o tegumento de S. mansoni foram alvos
importantes para o desenvolvimento de drogas. Tendo em vista isto, se constitui como
uma ferramenta sensivel para identificacédo de lesGes tegumentares em S. mansoni a
sonda fluorescente Hoechst 33258 (OLIVEIRA et al. 2006). Esta sonda j& foi utilizada
em varios estudos, ndo somente em vermes adultos (LIMA et al. 1994; OLIVEIRA et
al. 2006), mas também em esquistossdmulos (KUSEL et al. 2007), esporocistos
(MATTOS et al. 2006), e cercarias (THORNHILL et al. 2009). Portanto, em diferentes
estagios de vida do S. mansoni.

A analise da integridade do tegumento dos vermes de S. mansoni utilizando
marcadores fluorescentes pode ser classifica como um método qualitativo. Assim,
apos a exposicao a substancia testada, a integridade da membrana pode ser avaliada
usando a sonda Hoechst 33258, que é um marcador de DNA especifico. A acdo desta
sonda, por sua vez, se da quando a mesma se difunde para o interior da célula quando
hé& lesbes, atuando como um indicador de integridade da membrana (OLIVEIRA et al.,
2006).

De acordo com Couto et al., (2010) a sonda Hoechst 33258 (bis benzamida)
(2,4 hidroxifenil 5, 4 metil, 1 piperazina 2,5 bi H-benzimidazol) € uma sonda hidrofilica,
gue se torna fluorescente somente quando se liga ao DNA apds difusdo nas células
subtegumentares onde existem lesdes tegumentares, agindo assim como um

indicador da integridade da membrana.

2.6.2 Sistema excretor
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Como dito anteriormente, o sistema excretor e o tegumento dos vermes adultos
de S. mansoni sdo alvos caracteristicos para o desenvolvimento de novas drogas.
Para se obter informacdes sobre a biologia de S. mansoni, estudos para medir a
atividade do sistema excretor, como sinalizacdo transmembrana e secrecdo de
metabdlitos, sdo realizados através de métodos sensiveis, como técnicas de
microscopia de fluorescéncia, usando marcadores especificos, tornando-se um alvo

atraente para novos testes de drogas (SATO, 2004).

Considerando a importancia de compreender 0s aspectos bioquimicos e de
sobrevivéncia de S. mansoni por meio de seus processos metabdlicos (quimicos e/ou
fisiologicos), é possivel direcionar o estudo para alvos especificos, como o sistema
excretor, para rastrear novos farmacos (MESSERLI, 2009). De acordo com Greenberg
(2014), a atividade do sistema excretor de S. mansoni € mediada por um produto da
proteina de transporte, glicoproteina P (Pgp) do gene MDR2 - localizado nas células
epiteliais do parasita. A expressdo e atividade da Pgp em células de diversos
organismos, esta relacionada a estimulos endogenos e ambientais, como drogas,
agentes citotoxicos e choque térmico, capaz de induzir "estresse" celular, aumentando

0s niveis de expressao dessa proteina (GREENBERG, 2014).

2.6.2.1 Marcacao do sistema excretor no verme adulto

A partir de um estudo de Sato et al. (2002), foi possivel demostrar que a
resorufina € um substrato da glicoproteina P e que a extensdo de sua acumulagéo
pelo sistema excretor poderia ser usada como medida de excrecdo da atividade do
sistema excretor. A resorufina é, portanto, um sal sédico (7-hidroxi 3-fenoxazina) de
natureza fluorescente e um modulador/substrato da glicoproteina P (Pgp), sendo esta

responsavel por bombear o substrato resorufina.

2.7 FERRAMENTAS QUE AUXILIAM O ENTENDIMENTO DO MECANISMO DE
ACAO DE SUBSTANCIAS E O Schistosoma mansoni
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Uma curiosidade sobre o S. mansoni € que ele foi o primeiro Trematoda a ser
estudado por microscopia eletrbnica, em 1955. Apesar disso, 0 parasito continua

ainda hoje sendo analisado sob diferentes perspectivas (HOCKLEY, 1973).

O mecanismo de acdo do PZQ foi elucidado através de técnicas microscopicas,
onde tem sido demonstradas alterac6es no tegumento, como deformacdes locais com
descamacéo, erosao, perda de espinhos e formacgao de bolhas (RIAD et al., 2009). A
superficie do tegumento do S. mansoni ja foi destrinchada por Miller et al. (1972), por
meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), onde o autor observou o0s
tubérculos do tegumento e os espinhos presentes em grande parte da superficie do

corpo.

Xavier et al. (2010) recentemente demonstraram que o tegumento dos
parasitos pode ser um importante alvo de estudo, uma vez que seu desenvolvimento
e funcdo apresentam capacidade de regulacdo de acordo com o sistema imune de
cada hospedeiro (XAVIER et al., 2010). Sendo assim, o estudo morfoldgico
comparativo por diferentes tipos de microscopia de vermes adultos de S. mansoni
dara subsidios para o melhor conhecimento da ultraestrutura destes parasitos com
especial enfoque no tegumento e sistema excretor, que por sua vez, constituem um

alvo para estudos com anti-helminticos.

Por outro lado, ja existem diversos usos de ferramentas computacionais em
pesquisas que envolvem o S. mansoni, como exemplo na elucidacdo de estruturas
presentes no transcriptoma do trematédeo (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO,
2015; LEOW et al., 2015), permitindo deteccao de alvos para prototipos de vacinas
(PINHEIRO et al., 2011) e testes de docking avaliando possiveis ligantes com
atividade inibitéria sobre enzimas fundamentais ao parasito (GABA et al., 2014). Desta
forma, a analise in silico por docking molecular, se caracteriza como uma ferramenta
interessante para elucidar o mecanismo de agdo das substéncias com atividade
esquistossomicida, pois é capaz de avaliar a interagcdo das drogas e os alvos

bioquimicos.

2.8 CONTROLE DA MOTILIDADE NO VERME ADULTO
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2.8.1 Canais de calcio

E habitual denominar o ion célcio como o ion da vida e da morte. Isto porque o
mesmo esta envolvido em processos como a fertilizacdo e a apoptose, além de uma
gama de funcgdes exercidas nos sistemas bioldgicos. Este ion possui uma distribui¢cao
assimétrica e apresenta um gradiente eletroquimico consideravel por meio de
membranas celulares, plasmaticas ou intracelulares. Quando de sua utilizacdo como
sinalizador de processos ao ser carreado, a favor do gradiente e através de canais
especificos, este fato € biologicamente aproveitado. Neste contexto, situam-se 0s
canais de calcio ativados por voltagem, que por sua vez, respondem a variacdes no
campo elétrico, presente através da membrana plasmatica, com mudancas em sua
conformacao que os leva a transitar entre os estados aberto e fechado, determinando,

desta forma, a permeabilidade a esse ion (CORSSO et al., 2012).

Os canais de célcio dependentes de voltagem (Voltage Operated Calcium
Channels — VOCC) que estdo na membrana plasmatica, sdo responsaveis por
intermediar a entrada de calcio como feedback a despolarizacdo, o que por sua vez,
permite 0 acoplamento entre as modificacdes do potencial de membranas e outros
eventos celulares, como por exemplo a contracdo muscular (CORSSO, COSTA e
VARANDA, 2012). Os canais de calcio ativados por voltagem sao divididos
eletrofisiologicamente em 2 grupos: aqueles ativados por altas voltagens que
requerem grandes despolarizacbes para abrirem (HVA, do inglés, high voltage
activated; tipo L, N, P, Q e R); e aqueles ativados por baixas voltagens (LVA, do inglés,
low voltage activated; tipo T) (SPEDDING e PAOLETTI, 1992).

Desde os meados dos anos 70, o tratamento da hipertensdo arterial se da via
antagonistas de canais de calcio. Estes se constituem como um conjunto heterogéneo

de drogas, sendo que, atualmente, sao divididos em quatro diferentes familias:

I. Derivados das diidropiridinas
il. Derivados dos benzotiazepinicos

iii. Derivados das fenilalquilaminas
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iv. Derivados do tetralol

No primeiro grupo, pode-se citar como exemplo a nifedipina, a felodipina, a
lacidipina e amlodipina. No segundo grupo, tem-se o dilitiazem, enquanto no terceiro
temos o verapamil e por ultimo o mebefradil (PITT, 1997).

Em muitas células excitaveis, a entrada de ions de calcio pode ser inibida pelo
verapamil, diltiazem e dihidropiridinas, tais como nifedipina ou nitrendipina. Estas
drogas sao frequentemente agrupadas como “antagonistas de Ca?*” ou “bloqueadores
do canal de Ca?” embora elas representem classes bastante diversas de compostos
organicos. Como agentes terapéuticos, elas demonstram ser bastante eficazes no

controle de arritmias cardiacas e doencga coronariana (LEE e TSIEN, 1983).

As diidropiridinas de o verapamil sdo bloqueadores conhecidos dos canais de
calcio do tipo L, predominante na musculatura lisa em vertebrados. Outros canais, no
entanto, sdo indiferentes a estas moléculas, porém, podem ser bloqueados por
diversas outras toxinas (NOEL et al., 2001).

Fetterer et al. (1980) demonstraram indicativos da relacdo dos VOCCs em
relacdo ao controle da musculatura somatica em esquistossomas e outros
platelmintos. De acordo com os autores, altas concentragbes de K* extracelular
produziram a despolarizacdo, que por sua vez induziram a contracdo muscular de

vermes in vitro, sendo que este efeito foi impossibilitado pelas diidropiridinas.

Em relacéo a este modelo experimental, no entanto, ocorre a impossibilidade
de discernir o meio pelo qual este mecanismo ocorre: se pela despolarizacdo que
induz diretamente um influxo de calcio na célula muscular ou se pela resposta
intermediada pela liberagdo pré-sinaptica de algum neurotransmissor. Baseado no
fato de que a despolarizacdo produz também a contracdo de fibras musculares
isoladas, tem-se a hip6tese de que a abertura dos VOCCs é devida a despolarizagéo,
0 que acarreta, por conseguinte, no influxo de calcio extracelular. Esta interpretacdo
€ respaldada com maior credibilidade pela acdo da diidropiridina nicardipina, que
blogueia este efeito (DAY et al., 1994; DAY et al., 2000).

Dados sustentados pela biologia molecular, comprovam que o S. mansoni

possui VOCCs, uma vez que trés cDNAs de subunidade a1 de canais de calcio
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ativados por alta voltagem foram clonados (KOHN et al., 2001), sendo um do tipo L e

sensivel as diidropiridinas.

A auséncia de célcio externo ou a presenca do bloqueador deste ion
(verapamil) impedem o efeito contrativo do PZQ sobre o verme adulto de S. mansoni
in vitro (DA SILVA e NOEL, 1995). Este fato €, por sua vez, atribuido a subunidade B
do canal de calcio do tipo L (que induz a abertura do mesmo) (KOHN et al., 2003).
Portanto, farmacologicamente, o PZQ possui como receptor o canal de célcio do tipo

L, ao menos quando se trata do seu efeito sobre a musculatura do verme.

2.8.2 Na+ K+ - ATPase

Skou (1957), descobriu ha aproximadamente 60 anos atrds, a maquina
molecular para bombear Na* e K* através da membrana celular, também conhecida
como Na* K* - ATPase. No preludio dos anos 70, foram feitos inUmeros estudos
elucidando os mecanismos de acdo da ouabaina — um blogueador da Na* K* -
ATPase - na expressdo génica e no crescimento celular. Naquele tempo, estes
mecanismos, em sua maioria, foram conferidos ao blogueio da bomba e a alteracéo
da quantificacao do ion intracelularmente (QUASTEL e KAPLAN, 1968).

A Na* K* - ATPase esta presente em praticamente todas as células do reino
animal. Ela é uma enzima transmembrana que faz uso da energia oriunda da quebra
de ATP. Assim, ela transporta contra seus gradientes eletroquimicos dois ions K* para
dentro da célula e trés ions Na* para fora da célula. Desta maneira, a “bomba de sédio”
€ responsavel pela manutencdo dos gradientes ibnicos, que sdo importantes em
vérias fungbes dentro da célula, tais como a extrusdo de célcio citossolico atraves da

troca Na* Ca?* e a manutencgdo do potencial de membrana (SWEADNER, 1989).

Nechay et al. (1980) foram pioneiros em demonstrar a presenc¢a da enzima Na*
K* - ATPase em S. mansoni. Estes autores identificaram em um homogeneizado de
verme adulto, uma sucinta atividade ATPasica estimulada por sédio e bloqueada por
ouabaina. Mais tarde, Fetterer et al. (1981), levantaram a hipétese de que esta enzima
possuia papel preponderante na contracdo muscular e na manutencao do potencial

de membrana tegumentar. Esta hipdtese foi sustentada pela despolarizacdo do
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tegumento e contracdo intensa da musculatura somatica provocadas pela ouabaina,

inibidor seletivo da Na* K* - ATPase.

As propriedades bioquimicas da Na* K* - ATPase em relagdo ao S. mansoni
foram melhor detalhadas a partir do ano de 1986. Assim, Noél e Pardon (1989)
mostraram que, do contrario do que se pensava, haviam certas diferencas da enzima
de mamifero e do parasito. Farmacologicamente, estes autores viram que a enzima
do parasito era mais resistente a um inibidor de ATPases do tipo P (o vanadato), e &
um inibidor especifico de Na* K* - ATPases (a ouabaina). Nesta ocasido, detectou-se
uma diferenca no tegumento do verme referente a sensibilidade entre as atividades
presentes (NOEL e SOARES, 1986), o que apontava para a possibilidade de haver
ao menos duas isoformas de Na* K* - ATPase em S. mansoni, como acontece em
mamiferos (SWEADNER, 1989).

2.9 EUGENOL E SEU POTENCIAL NO TRATAMENTO DE PARASITOSES

Temos conhecimento que os seres humanos usam plantas ha milhares de anos
para tratar doencas e distirbios de saude. E provavel também que muitas destas
plantas ja foram identificadas e usadas como antiparasitarias. Ainda hoje as infec¢des
por parasitos sao tratadas muitas vezes por produtos vegetais ou metabdlitos

secundarios isolados a partir deles (WINK, 2012).

Na literatura ja foram relatadas algumas competéncias do eugenol, tais como
atividades antibacterianas (BURT e REINDERS, 2003) e antitripanossomais
(SANTORO et al., 2007). Os extratos de flores em botdo de Syzygium aromaticum
foram relatados por mostrar a eficacia antimalarica (BAGAVAN et al., 2011). Além
disso, estudos recentes demonstraram que o0 eugenol possui potencial
imunoterapéutico na leishmaniose visceral experimental (ISLAMUDDIN et al., 2016).
Morais et al., confirmaram a atividade anti-Leishmania tanto in vitro como in vivo de
derivados do eugenol (MORAIS et al., 2014).

El-Din et al. (2006), demonstraram que o eugenol apresenta consideravel efeito
moluscicida contra Biomphalaria alexandrina e Bulinus truncatus, vetores da

esquistossomose, mais especificamente S. mansoni e S. haematobium,
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respectivamente. Grecco (2016), demonstrou que o desidrodieugenol isolado de
Nectandra leucantha (Lauraceae) possui potencial terapéutico contra T. cruzi. Ensaios
biologicos realizados com helmintos utilizando derivados do eugenol trouxeram alguns

aspectos sobre o mecanismo de agéo destes compostos.

Oleos essenciais foram isolados de Eucalyptus globulus e Ocimum gratissimum
tendo como os principais componentes o eugenol (43,7%) e 1,8-cineole (32,71%),
Croton zehntneri e Lippia sidoides tendo como os principais componentes anetol e
timol. A atividade nematicida de 6leos essenciais extraidos destas plantas atingiu
valores entre 94,5 e 100% e varias concentracdes de Oleos essenciais foram usadas
no mesmo teste e modelo nematéide. Na concentracao de 800 mg / kg, os 6leos
essenciais de C. zehntneri e L. sidoides foram 46,3% e 11,64% efetivos contra o
nematodeo gastrintestinal de ovelhas Haemonchus contortus, indicando que o timol e
0 anetol sdo as substancias ativas provaveis com mecanismos de acao diferentes em
células nematoides (OLIVEIRA, 2009). Albuquergue et al. (1995) relataram que o 6leo
essencial e o anetol de C. zehntneri bloquearam as contragbes musculares e
reduziram a resposta do musculo a acetilcolina, implicando em locais de a¢édo nas
fibras musculares (ALBUQUERQUE, 1995).

2.9.1 Compostos eugendlicos e helmintos

O eugenol € um hidroxifenil propeno de ocorréncia natural em 6leos essenciais
de diversas plantas, tais como as das familias Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e
Myrisicaceae. Ele € um dos componentes majoritarios do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, Myrtaceae) e é muito usado na industria cosmética
e alimenticia. H4 um vasto indicativo de que o eugenol possui efeitos bioldgicos
benéficos ante a saude humana, sendo estes elencados sobretudo a atividades
antiinflamatdrias e antioxidantes (MARCHESE et al., 2017).

s

O H. contortus € um nematoide altamente patogénico, que se alimenta do
sangue de pequenos ruminantes, e causa significativa mortalidade no mundo todo
(BESIER et al., 2016). Katiki et al. (2017), investigaram a interagdo mais eficaz entre

Oleos essenciais e determinaram a concentracdo letal 50% (CL50) do eugenol em
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0,57, sendo essa a concentracdo intermediaria dentre os Oleos essenciais testados
(KATIKI et al. 2017).

Em um modelo de nematdide (Caenorhabditis elegans), o 6leo de cravo e o
eugenol atenuaram a viruléncia da Escherichia coli enterro-hemorragica (EHEC). O
eugenol a 0,005% (v / v) inibiu marcadamente a formac&o de biofilme EHEC sem
afetar o crescimento de células plancténicas. Além disso, trés outros derivados do
eugenol (isoeugenol, 2-metoxi-4-rilfenol e 4-etilguaiacol) apresentaram atividade
antibiofilme, indicando que a unidade hidroxila C-1, a unidade metoxi C-2 e cadeia
alquilica ou alcano C-4 no anel de benzeno do eugenol desempenham papel

importante na atividade antibiofilme (KIM et al., 2016).

O eugenol (LC50 = 66,6 pg / ml) exibiu maior atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita, indicando que o0 Oleo essencial das partes aéreas de
Agastache rugosa e seus compostos constituintes tém potencial de desenvolvimento
em nematicidas naturais para o controle do nematoide do nédulo radicular M. incognita
(Ll etal., 2013).

Abdel-Rahman et al. (2013), demonstraram a eficicia do efeito dependente da
dose do eugenol utilizando o modelo nematdide C. elegans (ABDEL-RAHMAN, et al.,
2013). Olounladé et al. (2012), analisaram a atividade de 6leos essenciais de duas
plantas usadas na medicina popular que possuiam atividade anti-helmintica e,
portanto poderiam ser usadas como medicamentos tradicionais aperfeicoados ou,
pelo menos, como aditivos alimentares em um tratamento combinado para o controle
de infeccBes por Strongyloides ratti (OLOUNLADE et al., 2012).

Kumar et al. (2011) sugeriram que os moluscicidas de origem vegetal poderiam
ser utilizados com variados graus de sucesso nha formulacdo de iscas a partir da
combinacdo binaria de carboidratos + aminoacidos (20 mM) com componente
moluscicida ativo Ferula asafoetida (&cido ferulico, umbeliferona), Syzygium
aromaticum (eugenol), Carum carvi (limoneno) (KUMAR et al. 2011).

El-Kady et al. (2019), recentemente demonstraram o amplo efeito anti-
inflamatorio do eugenol sobre 0 S. mansoni. Para isso, determinou a expressao do
marcador imuno-histoquimico sensivel a-actina do musculo liso (a-SMA) em tecidos
infectados com esquistossomos, além da andlise de parametros parasitoldgicos,

bioquimicos e histolégicos. Segundo o estudo, o tratamento com eugenol mostrou
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reducao significativa na carga total de vermes em 19,2%, além da reducéo significativa
dos niveis séricos das enzimas hepaticas: aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase. O exame histopatologico revelou uma reducédo significativa nos
nameros e didmetros dos granulomas hepéticos e o efeito antifibrético do eugenol foi
validado pela sua redugao consideravel na expressao do marcador sensivel a-SMA.
Embora o eugenol ndo possa erradicar totalmente os vermes adultos de S. mansoni,
a melhora significativa das enzimas hepaticas e da fibrose hepética potencializa o
papel do eugenol como promissor antifibrético e um agente anti-esquistossomotico
complementar (EL-KADY et al, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar nos contextos in silico e in vitro a atividade esquistossomicida de

derivados eugendlicos utilizando ferramentas bioquimicas e moleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a triagem de 15 compostos derivados do eugenol para a atividade

esquitossomicida no contexto in vitro;

- Determinar a dose efetiva de 50% (EDso) das substancias-alvo em vermes

adultos de S. mansoni;

- Avaliar os danos causados no sistema excretor e no tegumento do S. mansoni

utilizando a sonda Resorufina e Hoechst 33258, respectivamente;

- Avaliar a atividade dos derivados eugendlicos através dos canais de Ca?* e
da Na* K* ATPase por meio de métodos bioquimicos utilizando o verapamil e a

ouabaina como antagonista, respectivamente;

- Avaliar a atividade dos derivados eugenolicos nos alvos bomba Na* K*

ATPase de S. mansoni por meio de analise in silico.



34

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS DERIVADOS

As reacdes para a obtencdo dos derivados do eugenol foram realizadas

segundo o esquema a seguir:

Figura 2 - Esquema proposto para a sintese do eugenol

OH OR
/o¢ .0 CHo i O AN,N\H/NHQ
o — - :

' X xn
1 2

X

R= H; metil, acetil, benzoil, mesila
X=0O,NHouS

i- hexamina ; ii: haleto de acila, aquila ou sulfonila; iii: semicarbazida, tiossemicarbazida ou
aminoguanidina.

Fonte: Laboratério de Fitoquimica, Unifal/MG.

4.2 ENSAIOS IN VITRO

4.2.1 Parasitos

A cepa de S. mansoni isolada do paciente Luiz Evangelista (cepa LE) é
rotineiramente mantida por passagens em série em modelos Biomphalaria glabrata e

camundongos da linhagem swiss.

. Esta cepa vem sendo mantida durante mais de 40 anos no Centro de
Pesquisas René Rachou/Fundacéo Oswaldo Cruz. Os procedimentos realizados com
os animais foram submetidos & Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Fundac&o
Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) e do CEUA da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG), com aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UNIFAL, registrada com o n°® 25/2019 (Anexo A).
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4.2.2 Manutencdo dos animais

Camundongos swiss, fémeas, de aproximadamente dois meses de idade,
pesando em média 20 g, nascidos e criados no biotério do Centro de Pesquisas René
Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz foram mantidos em caixas de polipropileno
devidamente identificadas no biotério da Universidade Federal de Alfenas e

alimentados com ragao comercial ad libitum e agua.

4.2.3 Infeccdo dos animais

Os camundongos foram inoculados no dorso, individualmente, por via
subcutanea, segundo a técnica descrita por Pellegrino & Katz (1968). Para evitar
desproporcdo entre 0s esquistossomos machos e fémeas recuperados, foram
utilizadas cercarias provenientes de 50 ou mais caramujos infectados (PELLEGRINO
et al., 1977). Este procedimento foi realizado no Centro de Pesquisas René
Rachou/Fundagéo Oswaldo Cruz.

4.2.4 Recuperacgao dos vermes adultos

No prazo de 45 a 60 dias de infec¢do, os camundongos foram eutanasiados
por “overdose” de cloridrato de cetamina 10,0% (Cetamin - Syntec) e cloridrato de
xilazina 2,0% (Xilazin — Syntec), na propor¢ao de 2:1, administrado por via
intraperitoneal (x 0,2 ml). Os trematddeos adultos foram obtidos através da perfuséo
retrograda do figado, de acordo com o método de Smithers e Terry (1965). Ainda
segundo este método, com a exposicdo do mesentério e do coracdo, a veia porta
hepatica foi seccionada na altura dos rins com agulha de grosso calibre conectada a
uma seringa de 20 ml. Simultaneamente, na porc¢ao inferior do ventriculo esquerdo do
coracgao foi injetado meio de cultura RPMI 1640, pH 7,4 (Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO, USA) heparinizado (0,2%). Devido ao aumento da pressao nos vasos, 0
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sangue extravasou, levando consigo os vermes adultos, sendo coletados em uma

placa de petri com RPMI heparinizado e suplementado com soro fetal bovino (5,0%).

4.2.5 Avaliacdo dos derivados eugendlicos in vitro

Inicialmente foram realizados ensaios biol6gicos com o S. mansoni utilizando
15 diferentes derivados eugendlicos (FB1, FB2, FB3, FB4, FB5, FB6, FB7, FB8, FB9
FB10, FB11, FB12, FB13, FB14 e FB15) em diferentes concentracdes. Por se tratar
preliminarmente de um screening, estes compostos foram testados em altas doses,

com menor intervalo entre elas, sendo, portanto, 150 pg/ml, 100 pug/ml, 75 pg/ml e 50

pg/ml.

Assim, os parasitos recuperados foram levados para capela de fluxo laminar,
com o meio de cultura RPMI-1640 estéril e em seguida foram cultivados em placas de
cultura de 24 pocos (um casal por po¢o) em meio de cultura RPMI-1640 suplementado
com 5,0% de soro fetal bovino inativado pelo calor e 1,0% de penicilina (10000,0 Ul/ml)

estreptomicina (10 mg/ml) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Feito isto, as amostras (derivados eugendlicos) foram adicionadas as culturas
em diferentes concentracdes. Como dito anteriormente, para se determinar as
concentracbes com melhor atividade, primeiramente foi feito um screening nas
concentragdes de 150,0; 100,0; 75,0; e 50,0 pug/ml.

ApoOs adicionar os compostos, as placas de cultura foram levadas para estufa
a 37°C e 5,0 % de COz2, e analisados ap0s 2 horas e 24 horas em contato com as
amostras. Apos 24 horas os pocos foram lavados, para retirar as amostras do contato
com 0s parasitos, com a remo¢do do meio de cultura dos pogos e acréscimo da
mesma quantidade de meio estéril por 5 vezes (ou até perceber que os compostos
foram retirados) (FIGURA 4).

Cada poco foi observado diariamente por sete dias para avaliar se os parasitos
se recuperariam apos retirad-los do contato com as amostras, comparando-0s com 0s
controles (nove pocos foram usados para controle, um com o PZQ (2 pug/ml), o outro

somente com o meio de cultura suplementado e o outro com o acréscimo do solvente
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usado para dissolver as amostras, o] metanol).

Figura 3 - Esquema da recuperacéo dos vermes adultos e dos ensaios in vitro.
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Foram utilizados como parametros de avaliagdo: acasalamento,
movimentacgao, oviposi¢cao, contracao e alteracdes de tegumento durante sete dias.
Estes mesmos parametros, por sua vez, ja foram usados em trabalhos anteriores
como indicadores de atividade bioldgica e estudos de toxicidade com espécies de
Schistosoma (CARRARA et al., 2013; CIOLI et al., 2014).

4.2.6 Determinacédo da dose efetiva (EDso)

A determinacdo das doses efetivas para matar 50% dos vermes (EDso) dos
vermes foi realizada com o auxilio do programa de computador GraphPadPrism
(verséo 5.0). Os parasitos foram avaliados e comparados com os controles quanto a
qguantidade de vermes acasalados, movimento, contracao/encurtamento, morfologia,
desprendimento de tegumento e oviposi¢cado. Todos os testes foram realizados em
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triplicatas, e o PZQ foi utilizado como medicamento de referéncia. Assim, foram

determinados o EDso, EDgo e ED10o dos derivados eugendlicos.

4.2.7 Avaliagéo in vitro da atividade excretora e lesdo de tegumento dos vermes
adultos de S. mansoni expostos aos derivados eugendlicos por meio de

sondas fluorescentes

Para tentar elucidar o mecanismo de acdo dos derivados eugendlicos, foi feita
a avaliacdo no sistema excretor e no tegumento do parasito utilizando as sondas

fluorescentes Resorufina e Hoechst 33258, respectivamente.

Assim, foi feita a marcacdo dos parasitos com as respectivas sondas
fluorescentes e entdo avaliado o efeito dos derivados eugendlicos sobre o
funcionamento do sistema excretor e sobre a camada superficial do tegumento do
verme adulto de S. mansoni. Este procedimento foi realizado com o auxilio da técnica

de microscopia de fluorescéncia.

A Resorufina € um sal sédico (7-hidroxi 3-fenoxazina), de natureza fluorescente

e um modulador/substrato da P-glicoproteina (Pgp), utilizada por Sato et al. (2002).

A Hoechst 33258 (bis benzamida) (2,4 hidroxifenil 5,4 metil, 1 piperazina 2,5 bi
H-benzimidazol) é uma sonda hidrofilica e fluoresce somente quando se liga ao DNA
das células (COUTO et al., 2010) (FIGURA 4).
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Figura 4 - Esquema da avaliacdo de alvos caracteristicos para novos medicamentos - tegumento e
sistema excretor - do Schistosoma mansoni
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4.2.8 Avaliacdo da atividade do sistema excretor do verme adulto de S. mansoni

exposto aos derivados eugendlicos apds marcacdo com a sonda

Resorufina

Foi realizado a perfusdo para obtencéo dos parasitos para uso nas técnicas de

fluorescéncia (de acordo com o método de Smithers e Terry (1965), descrito

BN

anteriormente) e posteriormente a esta, os vermes adultos foram lavados e

transferidos para placas de cultura de 24 pocos (um casal por pogo), contendo meio
de cultura RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com
5,0 % (v/v) de soro fetal bovino (SBF) (GibcoLimited, Paisley, Scotland) inativado pelo

calor e 1,0 % de penicilina (10000,0 Ul/ml) estreptomicina / (10 mg/ml) (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA).
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Foi adicionado em cada pog¢o 10,0 yL de resorufina (solucdo estoque a 10
mg/ml), e posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5,0 % CO:
por 30 minutos. Apds este periodo, foram adicionados nos pogos 25,0 uL de metanol,
PZQ (2 pg/ml), FB1, FB4 e FB9 com seus respectivos ED1oo, sSendo que um dos pogos
conteve apenas o meio de cultura RPMI-1640 suplementado. Estas placas foram
novamente incubadas por 15 minutos, nas mesmas condi¢cfes anteriores. Ao final
deste periodo, os parasitos foram lavados 5 vezes com meio de RPMI-1640
suplementado. Esses testes foram feitos em triplicatas e preparados para a

visualizagdo no microscépio de fluorescéncia.

4.2.9 Avaliacdo do dano causado ao tegumento do verme adulto de S. mansoni
exposto aos derivados eugendlicos apds marcacdo com a sonda Hoechst
33258

Posteriormente a perfusdo os parasitos foram colocados na placa e foram
adicionados os derivados eugendlicos nos po¢os nas mesmas concentracdes citadas
acima, além dos controles. As placas foram incubadas por 24 horas a 37° C com 5,0%
CO:2 e entéao foi feita a lavagem dos pocos como descrito anteriormente. Foram
adicionados 10,0 pL da sonda Hoechst 33258 em cada poc¢o, seguindo de incubacéo
por 15 minutos. Apés este periodo foi realizada a lavagem dos pocos hovamente e as

laminas foram preparadas para visualiza¢do no microscépio de fluorescéncia.

4.2.10 Microscopia de fluorescéncia (preparo das laminas para leitura)

Ao final de cada experimento, os parasitos foram transferidos para laminas
delimitadas por pequenas quantidades de vaselina, a fim de evitar o extravasamento

dos parasitos para fora da lamina.

Os parasitos foram colocados nas laminas com pequena quantidade de meio
de cultura e em seguida, as laminas foram observadas em microscopio optico de

fluorescéncia (Zeiss Axio Scope Al, software Axio Vision LE) utilizando filtro
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Rodamina para Resorufina (excitacdo/emissao maxima da resorufina 571/585 nm) e

DAP para Hoechst 33258 (excitacdo/emissdo maxima da Hoechst 352/455 nm).

4.2.11 Avaliagdo do dano tegumentar por Microscopia Eletronica de Varredura
induzido por derivados eugendlicos

A integridade tegumentar morfolégica em vermes adultos de S. mansoni foi
avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (DIAS et al., 2019). Apss o
teste de toxicidade, os vermes foram coletados e fixados por 24 h em formalina
tamponada neutra a 10%. Os vermes desidratados em uma série de concentracdes
crescentes de etanol (50 a 99,5%) e em uma estufa a 60 °C por 12 h. Posteriormente,
foram montados em suportes metélicos, cobertos com ouro (Modular Balzers Union
FDU 010, SCA 010, Oerlikon Balzers, Balzers, Liechtenstein) e examinados usando
um microscopio eletrébnico de varredura (Leo 1430VP; Carl Zeiss, Jena, Turingia,
Alemanha) (SEQUETTO et al., 2014; DIAS et al., 2019). A analise da integridade
tegumentar foi investigada em vermes tratados com cada derivado eugendlico (FB1,
FB4 e FB9) em quatro concentracdes diferentes, duas abaixo e duas acima da EDso
(TABELA 2).

Tabela 2 — Doses utilizadas para Avaliacédo do dano tegumentar por MEV induzido por derivados eugendlicos

FB1 20 40 62,19 80 100
FB4 20 40 41,04 60 80
FB9 60 80 100,67 120 140

Fonte: da autora.

Os efeitos da toxicidade foram definidos a partir da observacéo de evidéncias
morfoldgicas de erosdo tegumentar, descamacdo, bolhas, erupg¢do, bandas de
contracao e alteracdes no tubérculo de superficie estrutura (colapso, fusdo, presenca
e distribuicdo de espiculas) (SILVA et al., 2014; DIAS et al., 2019).
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4.2.12 Avaliacéo in vitro do efeito do eugenol na atividade esquistossomicida
em contato com o verapamil, um antagonista do canal de célcio, em

vermes adultos do S. mansoni

Posteriormente a perfusdo, os vermes adultos foram lavados e transferidos
para placas de cultura de 24 pocos (um casal por pogo), contendo meio de cultura
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com 5,0 % (v/v)
de soro fetal bovino (SBF) (GibcoLimited, Paisley, Scotland) inativado pelo calor e 1,0
% de penicilina (10000,0 Ul/ml) estreptomicina / (10 mg/ml) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA).

Foi adicionado em cada poco 1,0 uL de verapamil (solucdo estoque a 4,54
pg/ml), e posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5,0% CO:2 por
30 minutos. Apos este periodo, foram adicionados nos po¢os 6,5 uL de metanol, PZQ
(2 pg/ml) e diferentes concentracbes de uma solucdo estoque dos derivados
eugendlicos, sendo que um dos poc¢os contiveram apenas o0 meio de cultura RPMI-
1640 suplementado, além do verapamil isoladamente. Estas placas foram novamente
incubadas por 2 horas, has mesmas condi¢cdes anteriores. Ao final deste periodo os
parasitos foram levados para visualizagcdo no microscoépio invertido para andlise de

motilidade e demais danos.

O verapamil foi adicionado ao PZQ e aos derivados eugendlicos FB1
(62,19ug/ml), FB4 (41,04pg/ml) e FB9 (100,67 pg/ml) utilizando seus respectivos
EDso. ApGs 2 horas (em contato com o antagonista) e 24, 48, 72 horas e 7 dias (ap0s
a lavagem das placas e retirada das substancias), foram realizados a avaliacdo do
comportamento dos vermes adultos. Para, tanto, observou-se 0s seguintes

parametros:
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Quadro 1 — Parametros indicadores de atividade biologica e estudos de toxicidade com espécies de
Schistosoma

e Acasalamento

e Movimentacao

e Contracdo/encurtamento
¢ Morfologia

e Desprendimento do tegumento

e Presenca de ovos

Fonte: da autora

4.2.13 Avaliacao in vitro do efeito do eugenol na atividade esquistossomicida
em contato com a ouabaina, um antagonista da Na+ K+ ATPase, em

vermes adultos do S. mansoni

Novamente seguiu-se o protocolo referente a perfusdo retrégada do figado
(conforme descrito anteriormente). Apés a perfusdo, os parasitas foram incubados e
a ouabaina foi usada para bloquear a Na+ K+ - ATPase. Ela foi utilizada na
concentracdo de 3,6 pg/ml. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa a
37°C e 5,0% CO:2 por 30 minutos. Apos este periodo, foram adicionados nos pogos
40,0 yL de metanol, o PZQ (2 pg/ml) e diferentes concentracdes de uma solucéo
estoque dos derivados eugendlicos - FB1: 92,38 pg/ml, FB4 66,16 ug/ml e FB9: 162,62
pg/ml (desta vez utilizando seus respectivos ED1oo), sendo que um dos pogos conteve
apenas o meio de cultura RPMI-1640 suplementado. Estas placas foram novamente
incubadas por 2 horas, nas mesmas condi¢cdes anteriores. Ao final deste periodo os
parasitos foram levados para visualizacdo no microscopio invertido para analise de
motilidade e demais danos. Apds 2 horas (em contato com o antagonista) e 24, 48, 72
horas e 7 dias (apd6s a lavagem das placas e retirada das substancias), foram

realizados a avaliagcdo do comportamento dos vermes adultos.
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4.3 ANALISE IN SILICO

As subunidades alfas e beta da Sodio-potdssio ATPase de Schistosoma
mansoni tiveram suas estruturas determinadas via estudos de modelagem molecular
por homologia. Para obtencdo dos modelos, foi utilizado o servidor online SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) e os modelos com melhores parametros
inicialmente obtidos por homologia foram refinados utilizando o servidor online

GalaxyRefinement (http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cqi?type=REFINE).

Para a subunidade alfa, a sequéncia alvo de 1007 AA utilizada foi obtida a partir do
banco de dados UniProt, cdédigo Q95WT4. A estrutura da subunidade alfa de sédio-
potassio ATPase renal de javali (PDB 3WGU) foi utilizada como molde para a
homologia, com a qual a subunidade em estudo apresentava 74,90% de identidade
sequencial. A estrutura obtida foi refinada e essa estrutura modelada sera
denominada modelo 1.

Para a subunidade beta, a sequéncia alvo de 293 AA utilizada foi obtida a partir
do banco de dados UniProt, codigo C4PY08. A estrutura da subunidade beta de sédio-
potassio ATPase bovina (PDB 4XE5) foi utilizada como molde para a homologia, com

a gqual a subunidade em estudo apresentava 35,29% de identidade sequencial.

Utilizando-se a ferramenta AutoLigand do programa AutoDockTools, realizou-se uma
busca na estrutura por bolsos de interacao dos derivados eugendlicos com os sitios

em questao.

Os trés derivados eugendlicos (FB1, FB4 e FB9) foram desenhados e
otimizados utilizando o programa BIOVIA Discovery Studio v16.1.0.15350. Para a
otimizacao, foi utilizado um campo de forga tipo Dreiding. O arquivo contendo as
coordenadas referentes a subunidade alfa da Na+-K+-ATPase modelada foi utilizada
para os estudos de interacdo ligante-alvo. O programa AutoDockTools 1.5.7 foi
utilizado para a preparacdo da macromolécula (adicdo de cargas Gasteiger e tipo
atdmico AD4) e dos ligantes (definicdo de aspectos torcionais), permitindo a obtengéo
dos respectivos arquivos PDBQT referentes as estruturas citadas. Os estudos de

docking foram realizados utilizando o programa AutoDock Vina 1.1.1. Para analises,


http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
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foi utilizada a conformacao do ligante que gerou o complexo de menor energia com a

enzima.

Um segundo modelo foi construido baseado na estrutura da subunidade alfa
de sodio-potassio ATPase de tubardo ligada a ouabaina (PDB 3A3Y), a qual foi
utilizada como molde para a homologia, cuja a subunidade em estudo apresentava
74,32% de identidade sequencial. A estrutura obtida foi refinada e essa estrutura
modelada serd denominada modelo 2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISE IN VITRO

5.1.1 Screening

Apos realizacdo da analise dos 15 derivados eugendlicos e com base nos
parametros de avaliacdo ja citados anteriormente, constatou-se que, destes, apenas
3 apresentavam atividade esquistossomicida. Assim sendo, 0s testes seguintes foram
realizados utilizando os seguintes derivados: FB1, FB4 e FB9. Assim, fracionou-se as
concentracbes de modo que as mesmas variaram de 20 a 140 pg/ml. As
concentracbes dos compostos foram determinadas a partir dos resultados
apresentados quando em contato com os vermes adultos, sendo que os compostos

apresentaram diferentes atividades em diferentes concentracdes.

5.1.2 Determinacgédo do EDsodos derivados eugendlicos e praziquantel

Finalmente, ap6s o screening, foram feitos testes com o objetivo de investigar
mais detalhadamente a quantidade das substancias que produziram a metade da
resposta relativa a eficacia dessas substancias (EDso), além da elucidacdo do
mecanismo de acédo através de diferentes técnicas. Como resultado, o controle RPMI-
1640 manteve a motilidade dos vermes, uma vez que apenas simula as condicdes
vividas no organismo do hospedeiro, com 0s nutrientes necessarias para sua
sobrevivéncia no meio externo. J4 os derivados eugenolicos FB1, FB4 e FB9,
apresentaram EDso em 62,19 pg/ml, 41,04 pg/ml e 100,67 pg/ml, respectivamente
(TABELA 3).

Num estudo realizado por Meister et al. (2014), as atividades in vitro do PZQ e
seus principais metabdlitos contra vermes adultos do S. mansoni foram investigadas.
O PZQ, que é uma mistura racémica de enantibmeros R e S, apresentou atividade
com um EDso de 0,05 ug/ml apdés 72 h de incubacéo e EDgo de 0,4 ug/ml no mesmo
periodo (TABELA 3). Estes dados, por sua vez, servem como parametros

comparativos da dose efetiva da resposta relativa a efichcia dos derivados
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eugenolicos. Embora os valores de EDso dos derivados eugenolicos tenham sido altos
em relacéo ao do PZQ, estas moléculas podem ser trabalhadas como protétipos para
o desenvolvimento de outros derivados, principalmente pelo fato de que estes
derivados apresentaram baixo valor de citotoxicidade (dados n&o mostrados).

Tabela 3 - Dose efetiva da resposta relativa a eficacia das substancias testadas (EDso, EDgo € ED100)

em pg/mi

EDso EDgo ED100

PZQ 0,05 0,4 -

RPMI - - -

METANOL - - -

OUABAINA - - -

VERAPAMIL - - -
FB1 62,19 86,34 92,38
FB4 41,04 61,14 66,16
FB9 100,67 152,03 162,62

Fonte: da autora

5.1.3 Efeito dos derivados eugendlicos sobre a atividade motora dos vermes

adultos de S. mansoni

A andlise qualitativa da atividade de S. mansoni se caracteriza como um dos
métodos mais usuais de avaliagdo da atuacao de farmacos sobre o parasito. Neste
sentido, o sistema neuromotor de S. mansoni constitui-se como um interessante alvo
para se estudar novos compostos esquistossomicidas. Posto isto, vale ressaltar que,
preliminarmente, foram realizados estudos por Bennett e Bueding (1971) para
avaliagdo da atividade motora de S. mansoni em escala visual, demonstrando,

portanto, o pioneirismo neste tipo de analise.

Um estudo sobre o sistema neuromotor do S. mansoni demonstrou que a paralisia
dos vermes estava associada, em suma, a importantes neurotransmissores ou
neuromoduladores, tais como a dopamina, acetilcolina e/ou serotonina (NOEL, 2008).
Posto isto, neste trabalho utilizou-se 0 mesmo parametro avaliativo — o qualitativo,
neste caso, mais especificamente sobre a atividade motora do verme. Para tanto,

seguiu-se o meétodo utilizado por Oliveira et al. (2017), onde foi estabelecida uma
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escala de movimentacdo de 0 — 3 para avaliacdo da motilidade dos parasitas em

contato com diferentes concentracdes de derivados eugendlicos.

De acordo com nossos dados, foi observada a reducdo de atividade motora
diretamente proporcional a concentracdo e o periodo de incubacdo das amostras
avaliadas (TABELA 4 — 6). O derivado eugendlico FB1 demonstrou maior atividade
sobre a motilidade dos vermes adultos a partir da concentragcédo de 60 pug/mL, onde a
escala de movimentacao nas primeiras 24 horas foi baixa (1) e, apds 192 horas de
incubacéo foi ausente (0) (TABELA 4). Ja o derivado eugendlico FB4 causou reducao
da atividade motora ja na concentracdo de 30 pg/mL, onde apresentou baixa atividade
motora (1) com 72 horas de contato com as amostras, e atividade motora nula com
192 horas. Este resultado se repetiu até 40 pg/mL. Nas concentracdes seguintes, em
todas as horas de incubacéo, observou-se auséncia de atividade motora (TABELA 5).
Até a concentracéo de 80 pug/mL, o derivado eugendlico FB9 ndo causou alteracédo na
atividade motora dos vermes adultos (quando comparados ao controle). Ainda em
relacdo ao FB9, somente a partir da concentracdo de 100 pg/mL é que pbde-se
observar uma reducao da atividade motora, apresentando-se ela como moderada (2)
em 24 horas de incubacdo, baixa (1) em 72 horas de incubacéo e ausente (0) com
192 horas de incubacéo, nas concentracdes de 100 a 140 ug/mL (TABELA 6).Como
descrito acima, os derivados eugendlicos (FB1, FB4 e FB9) apresentaram um efeito
dose-resposta. Este resultado, por sua vez, se corrobora quando se compara aos
parasitas do grupo controle, mantidos apenas em RPMI- 1640 e metanol. Nestas
condicdes verificou-se motilidade intensa (3) dos vermes adultos até o final das
observacoes, portanto, 192 horas.
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Tabela 4 - Motilidade dos vermes adultos de S. mansoni apés exposicao a diferentes concentracdes
do derivado eugendlicos FB1, até 192 horas de incubacédo

Amostra Tempo de Atividade motora
(ug/mL) exposicao
(horas)

Intensa Moderada Baixa Auséncia
FB1 3 2 1 0

30 pg/mL 24 X
72 X
192 X

40 pg/mL 24 X
72
192

50 pg/mL 24 X
72
192

60 pg/mL 24
72
192 X

70 pg/mL 24
72
192 X

80 pug/mL 24 X
72
192

PZQ 0-6

XX XX XX XX

X X X

RPMI 24
72
192

METANOL 24
72
192

XXX XXX

Fonte: da autora
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Tabela 5 - Motilidade dos vermes adultos de S. mansoni apés exposicao a diferentes concentracdes
do derivado eugendlicos FB4, até 192 horas de incubacédo

Amostra Tempo de Atividade motora
(ug/mL) exposicao
(horas)

Intensa Moderada Baixa Auséncia
FB4 3 2 1 0

30 pg/mL 24 X
72 X
192 X

40 pg/mL 24 X
72 X
192 X

50 pg/mL 24
72
192

X X X

60 pg/mL 24
72
192

X X X

70 pg/mL 24
72
192

X X X

80 ug/mL 24
72
192

X XXX

PZQ 0-6

RPMI 24
72
192

X X X

METANOL 24
72
192

X X X

Fonte: da autora
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Tabela 6 - Motilidade dos vermes adultos de S. mansoni apés exposicao a diferentes concentracdes
do derivado eugendlicos FB9, até 192 horas de incubacédo

Amostra Tempo de Atividade motora
(ug/mL) exposicao
(horas)

Intensa Moderada Baixa Auséncia
FB9 3 2 1 0

40 pg/mL 24
72
192

X X X

60 pg/mL 24
72
192

X X X

80 pug/mL 24
72
192

X X X

100 pg/mL 24 X
72 X
192 X

120 pg/mL 24 X
72 X
192 X

140 pg/mL 24 X
72 X
192 X

PZQ 0-6 X

RPMI 24
72
192

METANOL 24
72
192

XXX XXX

Fonte: da autora
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5.1.4 Efeito dos derivados eugendlicos sobre o acasalamento e eliminacéo de

ovos dos vermes adultos de S. mansoni

O S. mansoni se diferencia dos demais trematédeos hermafroditas por
apresentar um dimorfismo sexual acentuado, onde existe uma co-dependéncia entre
machos e fémeas. Este fato ocorre, pois, na auséncia do verme macho, inexiste a
possibilidade de perpetuacdo do desenvolvimento e maturacdo sexual da fémea
(GALANTI et al., 2012). Além disso, é através do canal ginecéforo presente no macho
que ocorre parte do desenvolvimento da fémea. E também nesta estrutura que ocorre
0 acasalamento e posterior maturagcdo sexual juntamente da producdo de ovos
(LOVERDE, 2002).

Posto isto, fica evidente o interesse em avaliar o efeito das substancias frente
o0 acasalamento e a eliminacdo de ovos das fémeas de S. mansoni. Assim, neste
estudo, foi feita a investigacédo sobre a influéncia dos derivados eugendlicos — FB1,

FB4 e FB9 — sobre 0 acasalamento e eliminacdo dos ovos (TABELA 7).

Tabela 7 - Efeito dos tratamentos sobre a separacéo de casais de S. mansoni e eliminagéo de ovos
até 192 horas de incubacgéo

Amostras 0 - 24 horas 72 horas 192 horas
Avaliadas Separacd0  Qviposicdo ~ Separagéo Separagédo
d . . Oviposicéo . Oviposicéo
0Ss casais (%) dos casais dos casais
FB1 75% 0% 75% 0% 75% 0%
FB4 75% 0% 75% 0% 75% 0%
FB9 50% 0% 50% 0% 50% 0%
PZQ 0% 0% 0% 0% 0% 0%
RPMI 0% 40% 0% 60% 0% 100%
METANOL 0% 40% 0% 60% 0% 100%

Fonte: da autora
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O efeito praticamente instantdaneo do PZQ provoca paralisia estatica dos
vermes, e, assim faz com que os mesmos morram acasalados, portanto, sem
separacao dos casais (FIGURA 5). Apesar disso, nao foi observada postura de ovos
nestas condi¢cdes. Curiosamente, os derivados eugendlicos demonstraram efeito
parecido ao PZQ a respeito do acasalamento e oviposicao. Isto porque, apesar de ter
sido observado o majoritario acasalamento dos casais, ndo houve ovipisicao,
indicando que, provavelmente o efeito sobre a motilidade dos vermes impossibilitou a
continuagao da oviposicdo. O mesmo efeito sobre a oviposicao foi observado em

situacdes em que 0s vermes se apresentaram desemparelhados.

O comportamento dos vermes em contato com o metanol foi similar ao RPMI-
1640 e, portanto, 0os vermes movimentavam-se normalmente. Levando em conta os
parametros avaliados, os vermes nas condi¢des de controle, apresentavam motilidade
intensa, sistema excretor ativo, acasalados e realizando oviposi¢édo, além disso, o
tegumento apresentava-se integro (visivel na objetiva de 40x do microscopio
invertido).

Figura 5 - Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos ao PZQ e RPMI-1640

:

Fonte: da autora

Legenda: A e B: vermes adultos expostos ao PZQ acasalados e contraidos 2 horas ap0s a

incubacéo; C: casal de vermes incubados apenas com o0 meio de cultura RPMI-1640.
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Observou-se que 75% dos casais de vermes expostos aos derivados
eugendlicos FB1 e FB4 foram separados desde a primeira hora de contato até o ultimo
dia de leitura, com 192 horas de incubacéo (FIGURA 6). Apesar disso, em diferentes
periodos de avaliacdo, ndo foi observado oviposi¢cdo. O FB9, por sua vez, causou a

separacao de 50% dos casais, porém, também néo foi observado oviposicao.

E sabido que os ovos do S. mansoni desempenham papel crucial na patologia
da doenca. Normalmente, os vermes adultos que circulam a corrente sanguinea ndo
causam problemas severos. Em contrapartida, os ovos produzidos pela fémea séo
responsaveis pelo aspecto patoldgico mais significativo da esquistossomose: a reacao
granulomatosa. Esta que, por sua vez, se da em torno dos ovos no figado e intestino
delgado. Ademais, 0s ovos s&o cruciais para a transmissao dessa infecgéo (FREITAS
et al., 2007; BURKE et al., 2009).

O cravo-da-india possui componentes ativos que dao origem ao eugenol e ao
isoeugenol. Este composto tem sido objeto de estudos recente, principalmente pelo
seu potencial na prevencédo de doencas cronicas, tais como nas reacdes inflamatarias,
o cancer, e demais situacdes. Foi demonstrado através de experimentacao in vitro e
in vivo que o0 eugenol possui mdultiplas atividades antioxidantes (dimerizacéo,
reciclagem e efeito quelante) em uma molécula, tendo assim o potencial de aliviar e
prevenir doencas crbénicas (FUJISAWA E MURAKAMI, 2016). Além disso, é sabido
qgue o eugenol possui relevantes efeitos antimicrobianos contra microrganismos
causadores de doencas infecciosas (MEHER e CHAKRABORTY, 2018). O eugenol €,
portanto, uma substancia natural que possui um amplo espectro de atividades
biolégicas (NAGABABU et al., 2010). Neste trabalho foi possivel demonstrar que o
eugenol possui também interessante atividade contra vermes adultos de S. mansoni,

sobretudo na ruptura da oviposi¢cao da fémea.
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Figura 6 - Cultura in vitro de vermes adultos de Schistosoma mansoni expostos aos derivados
eugendlicos

Fonte: da autora

Legenda: A, B e C: fotografia de cultura de vermes com 192 horas de incubagdo demonstrando
separacao dos casais. Vermes expostos, respectivamente ao FB1, FB4 e FB9.

5.1.5 Efeito dos derivados eugendlicos sobre a mortalidade dos vermes adultos

de S. mansoni

Apesar da esquistossomose atingir milhares de pessoas no mundo, o PZQ é o
anico farmaco disponivel atualmente para o tratamento desta doenca (WHO, 2002).
Ademais, o PZQ apresenta algumas desvantagens, tal como a ineficacia contra
formas juvenis do parasita (PICA-MATTOCCIA, L. E CIOLI, D. 2004). Portanto, a cura
através deste tratamento ndo € completa. Em areas de larga endemicidade ha o risco
eminente de cepas resistentes ao PZQ, principalmente pela constante reinfecgéo (DE
OLIVEIRA et al., 2012; KAMEL et al., 2011). Diante disto, surge a necessidade urgente
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de novas intervencdes, incluindo novos compostos com mecanismo de acéo
semelhantes ao PZQ (BRINDLEY e HOTEZ, 2013).

Segundo Oliveira et al. (2012), a observacdo das alteracdes fisiologicas e
morfologicas, além do efeito letal sobre um organismo estudado, se da pela triagem
in vitro das substancias quimicas. Neste sentido, a partir dos nossos estudos, foi
possivel observar que as amostras analisadas (FB1, FB4 e FB9) provocaram a
mortalidade dos vermes de maneira dose-dependente. Em outras palavras, a
letalidade dos parasitas foi diretamente dependente da concentracdo avaliada e do
periodo de exposicdo (GRAFICO 1 - 3).

Em consonancia com nossos dados, todas as amostras provocaram
mortalidade dos vermes, porém em diferentes tempos e concentracdes. Observamos
gue na concentracdo de 80 ug/ mL do FB1, o mesmo ocasionou 100% da mortalidade
dos vermes machos e fémeas ja com 72 horas de incubacdo (GRAFICO 1) e nas
concentracdes de 60, 70 e 80 pg/ mL causou a morte de todos os vermes no ultimo

dia de analise (192 horas).

Gréfico 1 — Efeito do FB1 sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni em relacéo
a concentracdo avaliada e periodo de incubacéo de 192 horas. Controle farmacoldgico
exposto a 2 ug/mL de PZQ.
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Fonte: da autora

Adicionalmente, o derivado FB4 causou mortalidade de todos os vermes no
altimo dia de analise (192 horas), porém, os melhores resultados foram observados
guando os parasitas foram expostos a concentragao de 50, 60, 70 e 80 pg/ mL do
FB4, os quais ocasionaram 100% da mortalidade dos vermes machos e fémeas nas
primeiras 24 horas de incubacdo (GRAFICO 2).

Gréfico 2 - Efeito do FB4 sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni em relagao
a concentracéo avaliada e periodo de incubacéo de 192 horas. Controle farmacol6gico
exposto a 2 ug/mL de PZQ.
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Fonte: da autora

Em relacdo ao FB9, somente no ultimo dia de incubacéo (192 horas de contato),
nas concentracdes de 100, 120 e 140 pug/ mL é que foi observada a mortalidade de
100% dos vermes (GRAFICO 3).
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Gréfico 3 - Efeito do FB9 sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de S. mansoni em relagao
a concentragdo avaliada e periodo de incubacéo de 192 horas. Controle farmacol6gico
exposto a 2 pg/mL de PZQ.
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Fonte: da autora

Observa-se, portanto, que os derivados eugendlicos causaram o mesmo efeito
de mortalidade nos vermes, porém, em diferentes tempos e concentracdes. Este fato
indica que, muito provavelmente existam diferentes mecanismos para a acdo dos
mesmos sobre 0s parasitas.

A atividade antiparasitaria do PZQ foi observada no inicio dos anos 1970 nos
laboratorios da Bayer, Alemanha (ANDREWS, 1981). A dependéncia do PZQ para o
tratamento e controle da esquistossomose, portanto, se da ha mais de 40 anos.
Apesar de muitos anos de uso e tratamento de milhdes de pessoas, o (s) mecanismo
(s) de acédo do PZQ ainda néo foi totalmente estabelecido. N&o obstante, Cioli et al.
(2014), descrevem os efeitos primarios exercidos pelo PZQ nas seguintes categorias:
() influxo de calcio em todo o parasito, (ii) contragcdo muscular e (iii) modificacbes
superficiais.
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5.1.6 Avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro do verapamil, um

antagonista do canal de calcio em vermes adultos do S. mansoni

A fim de observar o mecanismo de acdo dos derivados eugendlicos perante 0s
vermes adultos de S. mansoni, o FB1, FB4 e FB9 foram postos em combinagdo com
o verapamil, um antagonista de célcio. Utilizou-se para cada derivado eugendlico, os
seus respectivos ED1oo, portanto, uma faixa padronizada e conhecida capaz de causar

a mortalidade de 100% dos vermes.

Os parasitos incubados com o verapamil, o PZQ e os derivados eugendlicos
foram observados por microscopio invertido. Como esperado, o verapamil em
combinacdo com o PZQ, inibiu sua atividade, uma vez que foi observado uma
movimentagao nas ventosas dos vermes e uma motilidade reduzida, com 72 horas de
contato. Como ja relatado aqui, o PZQ isoladamente, provoca a morte — praticamente

- instantanea nos vermes adultos, causando paralisia estatica e ruptura tegumentar.

De acordo com nossos experimentos, os vermes adultos em contato com o
PZQ, apo6s 2 horas de leitura, ja apresentavam a morfologia prevista, caracterizada
por uma paralisia estatica e ruptura tegumentar (PICA-MATTOCCIA, L. et al., 2007).
No entanto, vimos que na presenca de verapamil, a atividade do PZQ foi diminuida.
Assim, nossos estudos corroboraram com os experimentos de Da Silva & Noél (1995),
uma vez que o PZQ exerce atividade sobre o verme adulto in vitro através dos canais
de célcio, sendo que sua atividade € anulada na auséncia de célcio externo ou na
presenca de verapamil. Este mecanismo € atribuido a modulagao da subunidade 3 do
canal de calcio do tipo L, o0 que por sua vez, leva a abertura do mesmo (KOHN et al.,
2003).

O FB1 e FB4 parece nao ter tido interagcdo com os canais de calcio quando em
contato com o verapamil. Isto porque ambos isoladamente ou em combinagcdo com o
antagonista de calcio, causaram a morte de 100% dos vermes nas primeiras horas de
contato. Portanto, ndo houve alteragdo do efeito dos derivados eugendlicos (FB1 e

FB4) em contato com o antagonista de calcio.

O FB9, no entanto, demonstrou ter alguma dependéncia em rela¢do ao calcio.

Isto porque, isoladamente e com 2 horas de contato, o FB9 causou a morte de 50%
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dos vermes. Em contrapartida, em combinacdo com o verapamil, houve o
retardamento da mortalidade dos vermes, uma vez que estes apresentaram
motilidade ativa com 2 horas de leitura, além de outros parametros avaliativos, que se
demonstraram normais. Apos o periodo de 24 horas, no entanto, o FB9 juntamente
com o verapamil causaram a morte dos vermes. Assim, durante os sete dias de
experimento, pode-se observar 100% de mortalidade dos vermes nas primeiras horas
de incubacdo com os derivados eugendlicos FB1 e FB4 enquanto que o FB9 ndo
causou o mesmo efeito, ocorrendo este somente a partir de 24 horas de incubagéo.
ApoOs este periodo, no entanto, os trés compostos apresentaram o mesmo efeito de
100% de mortalidade (GRAFICO 4).

Graéfico 4 - Efeito dos derivados eugendlicos sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de S.
mansoni em contato com o verapamil.
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Fonte: da autora

Sabe-se que a perpetuacédo (transmissédo) e patologia da esquistossomose se
da pela producdo de ovos pelos vermes adultos fémeas de S. mansoni.
Bioquimicamente, essa producdo compreende a biossintese e armazenamento de
proteinas de casca de ovo em células vitelinas, exocitose de proteinas de casca de
ovo a partir de células vitelinas e reticulacdo de proteinas de casca de ovo pela

atividade da fenol oxidase. Muito embora a documentacéo destes eventos nao esteja
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totalmente compreendida, existem evidéncias que sugerem que o calcio esteja
envolvido na regulacdo da reproducdo do esquistossomo (BASCH, 1991). Neste
sentido, o derivado eugendlico FB9 pode estar agindo no mesmo alvo que o do canal
de célcio age, uma vez que este composto na presenca do verapamil ndo reduziu a
motilidade e/ou causou a mortalidade dos vermes nas primeiras horas de contato (o

gue normalmente ocorre somente na presenca do FB9).

5.1.7 Avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro da ouabaina, um

antagonista da Na* K* - ATPASE em vermes adultos do S. mansoni

Novamente, a fim de observar o mecanismo de acdo dos derivados eugendlicos
perante os vermes adultos de S. mansoni, os vermes adultos incubados com a
ouabaina em combinacdo com o PZQ e os derivados eugendlicos, foram observados
por microscopio invertido. Como mencionado anteriormente, somente os derivados
eugendlicos sdo capazes de causar mortalidade de 100% dos vermes numa faixa

padronizada e conhecida (ED100).

No entanto, com 2 horas de contato com o0 antagonista de Na* K* ATPase e 0s
derivados eugendlicos, pbde-se observar motilidade moderada dos vermes,
mostrando, portanto, alguma relacdo dos derivados eugendlicos com a Na* K*
ATPase. Nos controles com PZQ e RPMI, ndo foi verificado diferencas na

presenca/auséncia da ouabaina.

A partir de 72 horas de incubacéo, o FB1 foi capaz de causar a mortalidade de
100% dos vermes. Quando em contato com a ouabaina, no entanto, nao foi observada
a mortalidade de nenhum verme. Condicéo que somente se alterou com 192 horas de
incubacgéo, onde finalmente se observou a mortalidade de 100% dos vermes em

contato com a ouabaina.

Por sua vez, o FB4 nas primeiras 2 horas de contato, foi capaz de causar a
mortalidade de 100% dos parasitas, 0 que, em contanto com a ouabaina s6 ocorreu

apos 24 horas.

Finalmente o derivado eugendlico FB9, nas primeiras 2 horas de contato,

ocasionou 50% da mortalidade dos vermes, enquanto que nas condigdes onde a



62

ouabaina estava em contato com os parasitas, o0 FB9 nas primeiras 2 horas de contato
nao havia causado mortalidade, ocorrendo esta somente a partir de 192 horas
(GRAFICO 5).

Gréfico 5 - Efeito dos derivados eugendlicos sobre a taxa de mortalidade dos vermes adultos de S.
mansoni em contato com a ouabaina
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Fonte: da autora

Em todos os testes com os derivados eugendlicos foi observado, considerando
o tempo de avaliacdo e a concentracdo testada, um efeito danoso aos parasitos, uma
vez que todos apresentavam desprendimento de tegumento com bolhas
(evidenciando lesédo de tegumento) e sistema digestivo parado, sem mencionar a
reducdo de motilidade, auséncia de acasalamento e consequente oviposicdo e
mortalidade. Muito provavelmente este composto pode estar alterando a homeostasia
da Na* K* - ATPase, o que pode estar contribuindo na desregulacdo da manutencéo
do potencial de repouso das células nervosas e musculares do verme. Esta hipétese
é respaldada pelo trabalho de Usta et al. (2003), onde os mesmos demonstraram que
um dos principais componentes do eugenol (canela e cravo) inibiram a atividade de

Na* K* - ATPase de figado de rato. Sendo assim a Na* K* - ATPase se constitui como
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um possivel alvo para acdo de derivados eugendlicos, o que biologicamente pode

resultar num desequilibrio eletrolitico e desarranjos na funcdo mitocondrial.

Em relacdo ao acasalamento e oviposi¢cao, foi constatado 0os mesmos
resultados nas duas condi¢des (com ou sem 0 antagonista), ou seja, auséncia de ovos
e vermes acasalados e desemparelhados (0 que por sua vez, ndo alteraram a postura
de ovos). Este resultado se reproduziu nos experimentos com o antagonista de célcio
(verapamil).

Marchese et al. (2017), realizou uma reviséo investigativa do mecanismo de
acdo do eugenol em relacao a diferentes microrganismos patogénicos. No tocante as
bactérias, por exemplo, existem diferentes mecanismos pelos quais se explicaria a
atividade biologica do eugenol. Dentre eles, a ruptura da membrana citoplasmatica
que, por sua vez, aumenta a permeabilidade inespecifica da membrana e afeta o
transporte de ions e ATP (DEVI et al., 2013). Um outro mecanismo de acao descrito
em relacdo a bactérias se da pela modificacao do perfil de &cidos graxos da membrana
das bactérias (DI PASQUA et al., 2007). Em um outro estudo, Hyldgaard et al. (2012),
demonstraram a relevante capacidade do eugenol em causar citotoxicidade celular
devido a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). E sabido que esta
ocorréncia acarreta na inibicdo do crescimento de células, rompimento da membrana
celular e danos no DNA, resultando, finalmente, em decomposicao celular e morte.
Ainda segundo o estudo de Hyldgaard, o eugenol demonstrou ser ativo contra
algumas enzimas bacterianas, tais como proteases, histidina carboxilase, amilase e
ATPase.

Considerando os dados apresentados e em relacdo ao antagonista de Na* K*
- ATPase, o FB1 em contato com a ouabaina reduziu a motilidade dos vermes em
192h de contato - dltimo dia de leitura (sendo que normalmente ele reduz por completo
com 72h sem o0 antagonista, ou seja, houve alteracdo). O FB4 em contato com a
ouabaina reduziu a motilidade dos vermes em 24h de contato (sendo que
normalmente ele reduz a motilidade por completo com 24h sem antagonista, portanto
nao houve modificagdo). Ja o FB9, em contato com a ouabaina, reduziu a motilidade
dos vermes com 192h de contato (sendo que normalmente ele reduz por completo
com 168h sem o antagonista, e entdo neste caso, houve alteracdo). Diante do
exposto, vé-se uma relacdo tempo-dependente dos derivados eugendlicos, uma vez

gue houve retardamento da motilidade/morte dos parasitos em contato com o inibidor
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da Na* K* - ATPase. Nao obstante, vé-se que a Na* K* ATPase nao inibiu
completamente a atividade do eugenol, demonstrando assim que talvez o FB4
(composto o qual ndo demonstrou relacdo tempo-dependente) esteja agindo em
outros alvos do parasito, que ndo a Na* K* ATPase.

Podem existir num mesmo grupo, diferentes mecanismos de acdo que
expliquem a atividade de um composto biolégico. Sobre o eugenol e relacionado aos
fungos, isto néo € diferente. Bennis et al. (2004) e posteriormente Braga et al. (2007)
observaram alteracdes morfolégicas no envelope de S. cerevisiae e C. albicans,
(respectivamente) causadas pelo eugenol. A partir dai, propuseram que um dos
mecanismos de acdo do eugenol contra fungos estaria relacionado com sua
caracteristica quimica. Por se tratar de uma substancia lipofilica, sua atividade poderia
se dar pela penetracdo das cadeias aciclicas gordurosas da bicamada lipidica da
membrana, gerando uma turbuléncia na fluidez e permeabilidade membranosa. Mais
tarde, Ahmad et al. (2010), verificou a inibicdo da atividade da H* ATPase de Candida
spp. causada pelo eugenol, além da inibicdo da excrecdo de H+ estimulada por

glicose.

Shang et al. (2019), avaliaram o possivel mecanismo de acdo de derivados
eugendlicos contra Psoroptes cuniculi investigado pela determinacéo das atividades
inibitérias contra a acetilcolinesterase (AChE) e glutationa-S-transferase (GST) do
citocromo P450 (P450). Ainda segundo o estudo de Shang, os autores demonstraram
que o eugenol inibe significativamente a atividade enzimatica contra 4caros. Portanto,
esta se constitui como uma ferramenta interessante para elucidar quais séo os alvos

bioquimicos que as substancias agem.

5.2 ANALISE IN SILICO

O modelo referente a subunidade alfa da soédio-potassio ATPase, apés
refinamento, apresentou um grafico de Ramachandran, o qual indicava 98,6% dos
aminoacidos ocupando regifes favoraveis e 99,9% dos aminoacidos ocupando
regides permitidas. Ja a subunidade beta indicava 97,3% dos aminoacidos ocupando

regides favoraveis e 98,5% dos aminoacidos ocupando regides permitidas.
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De acordo com Skelly et al. (2001), a subunidade alfa da SNaK1 apresenta
diversos motivos conservados como o sitio catalitico de fosforilacdo (sitio P), que
compreende a sequéncia de aminoacidos 357ICSDKTGTLT366 que contém ainda o
aminoacido ASP360 fosforilado. Além desse, ainda apresenta outros motivos que
foram sugeridos como contendo pelo menos parte do dominio de ligacdo do ATP
(491KGAPE495, 577DPPR580 e 699TGDGVNDSPAL709) e um dominio de ligagédo
para vanadato, um analogo de fosfato, que compreende a sequéncia 202LTGES206.
Na Figura 7, esses sitios estdo destacados na estrutura proteica refinada obtida da

subunidade alfa.

Figura 7 - Sitios conservados na estrutura modelada da subunidade alfa de SNaK1.: sitio catalitico de
fosforilagcao (em laranja), dominio de ligacéo de ATP (em azul) e dominio de ligagéo para
vanadato (em rosa)

Fonte: Laboratdrio de Fitoquimica, Unifal/MG.

Por se tratar de uma regido conservada, € possivel que ela seja um importante
sitio para ligacdo de compostos que porventura possam exercer um efeito inibidor
enzimatico. Por isso, a regido mostrada na Figura 7 foi considerada inicialmente na
busca de interacdo dos compostos em estudo e subunidade enziméatica alfa. Na busca
por bolsos de interacao, a regido de interagcdo do ATP foi destacada, confirmando a
hipotese inicial. Assim, a area de busca conformacional foi definida como uma caixa
com as dimensées 16 A x 16 A x 16 A, centralizada no ponto de coordenada 73,364
x 38,882 x 6,657. Como a sensibilidade a vanadato e ouabaina sdo menores por parte
das enzimas de S. mansoni em relacdo a enzima de mamifero, é possivel que
inibidores da SNaK1 interajam ndo com os sitios explorados pelos ligantes citados,

mas com outros sitios essenciais ao pleno funcionamento da enzima como 0s sitios
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de fosforilacdo e de ligacdo ao ATP. Porém, seria importante considerar algum efeito

de interacdo dos derivados eugendlicos com o canal ibnico.

Para avaliar uma possivel interagdo com a regido de canal da enzima, mais
especificamente, se haveria possibilidade de interacdo das substancias em estudo
com a mesma regido de interacdo da ouabaina foi utilizado o modelo 2. A estrutura
obtida foi refinada, obtendo-se um modelo cujo grafico de Ramachandran indicava
99% dos aminoacidos ocupando regides favoraveis e 100% dos amino&cidos
ocupando regides permitidas. Nessa segunda andlise, a regido de interacdo da
ouabaina foi explorada, determinando-se assim uma area de busca conformacional
definida como uma caixa com as dimensées 16 A x 16 A x 16 A, centralizada no ponto
de coordenada 146,941 x 15,247 x -2,025.

Na Tabela 8, sdo apresentadas as energias previstas para 0s complexos mais
estaveis formados pelos ligantes em estudo e a regido de interacdo do ATP ou a
regido de interacdo da ouabaina na enzima Na+-K+-ATPase de S. mansoni modelada.

Tabela 8 - Resultados obtidos a partir dos estudos de docking entre os derivados de eugenol e os

modelos 1 e 2 obtidos para a enzima Na+-K+-ATPase de S. mansoni

: . Energia o
Energia de Principais ) Principais
L . de ligacéo .
Compost ligagao Interacbes com Interacbes com
i _ (kcal/mol) _
(o] (kcal/mol) - sitio ATP (tipo de | canal (tipo de
- cana
sitio ATP interacéo) interacao)
(modelo 2)
(modelo 1)
SER468, THRG600,
VAL702, ASN703
GLY91, LEU120,
(vdw)
GLY310, ILE312,
C=0:THR362;
VAL313, PHE773
FB1 -6,1 C=0:GLY601; -5,0
(Vdw)
C=0:ASP602 (LH)
C=0:THR787;
Anel

_ H3CO:CYS95 (LH)
aromatico:LYS471;

Anel
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aromatico:ARG534

(Cation-pi)

PHE466, SER468, LEU116, GLU303,

ALA493, PRO494, ILE306, PHE307,

HIS603, ARG675 ILE311, VAL313,

(Vdw) THR787 (VdW)
FB4 -6,5 Ar-C=N:ARG534  -6,1 (H2N)2C=N-

(LH) N=C:GLY310 (LH)

Anel (H2N)2C=N-

aromatico:ARG534 N=C:PHE773

(Cétion-pi) (Cétion-pi)

ASP360, ASN368,
ASP434, ALAA435,

SER468, THR600, LEU94, PHE307,
ASP700, GLY701, GLY310, VAL313,
VAL702, ASN703 TYR776, ILE777
(Vdw) (Vdw)

RO 279 CHO:THR362; %3 Ar-COO-
CHO:GLY601; Ar:;THR787 (LH)
CHO:ASP602 (LH) Ar-COO-
Anel aromatico Ar:.PHE773
central:LYS471; (empilhamento de
Anel aromético aneisem T)
central:ARG534
(Cation-pi)

Ouabaina - - -8,7 -

Fonte: Laboratdrio de Fitoquimica, Unifal/MG.

Considerando a interagao dos ligantes com o modelo 1, com o qual se avaliou
a interacdo nas proximidades do sitio do ATP, observou-se que o composto FB9 é o
que apresenta maior potencial de se ligar a essa regidao por formar o complexo de

menor energia com a enzima. Como pode ser visto Figura 8, as poses assumidas
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pelos trés compostos sdo similares e tendem a explorar a posicdo assumida pelo

grupo difosfato da estrutura do ADP comparada.

Figura 8 - Interacdo dos derivados de eugenol com a subunidade alfa da Na+-K+-ATPase de S.
mansoni (modelo 1). A) Representacdo em superficie da enzima e destaque (tracejado
vermelho) da regido de interacdo dos ligantes estudados. B) Representacdo em fita da
enzima e destaque (tracejado vermelho) da regido de interagdo dos ligantes estudados. C)
Destaque para regido de interagdo dos derivados eugendlicos (carbonos em branco) e
posicao relativa a posicao de interagdo do ADP (carbonos em verde) encontrada para a
estrutura PDB 3WGU.

Fonte: Laboratério de Fitoquimica, Unifal/MG.

Em relagéo as interacdes encontradas entre cada um dos derivados e o modelo
1 (Tabela 1), ndo é possivel observar uma diferenca significativa entre as interacdes
polares possiveis, como destacadas na Figura 9. As interacGes polares encontradas
nos trés complexos envolvem ligacdes de hidrogénio e do tipo cation-pi. Os compostos
FB1 e FB9 posicionam-se no sitio estudado de formas muito similares e, por isso,
interagem com os mesmos residuos de aminoacidos: THR362, GLY601 e ASP602
por ligacao de hidrogénio e LYS471 e ARG534 por interacdo do tipo cation-pi. J& para
0 composto FB4, observa-se a possibilidade de formacao de apenas uma ligagédo de
hidrogénio e uma do tipo céation-pi com o residuo de ARG534. Apesar disso, esse é
um fator que néo prejudica a estabilidade do complexo enzima-ligante quando se
compara as energias dos complexos FB4-enzima e FBl-enzima. Ja& quando
comparamos a energia desses dois complexos com a do complexo FB9-enzima,
observa-se que a introducdo do segundo sistema aromatico para contribuir
significativamente para a interagdo com o alvo. Como mostrado na Figura 10, o anel
aromatico do éster de FB9 parece assumir uma posicao em um bolso formado pelos
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residuos de aminoacidos ASN368, ASP434 E ALA435, o que pode estar interferindo

na energia final de ligacdo do composto a enzima.

Figura 9 - Interacao dos derivados de eugenol FB1 (A), FB4 (B) E FB9 (C) (carbonos em branco) com
0 sitio catalitico da Na+-K+-ATPase de S. mansoni (modelo 1 — carbonos em verde).
Interacdes do tipo cation-pi sdo mostradas como linha tracejada de cor amarela e ligacdes
de hidrogénio sdo mostradas como linhas tracejadas verdes.

A B C

Asp602 Gly601

E e ’ Lysa71

Thr362

Fonte: Laboratério de Fitoquimica, Unifal/MG.

Figura 10 - Interacdo dos derivados de eugenol FB1, FB4 e FB9 (carbonos em branco) com o sitio
catalitico da Na+-K+-ATPase de S. mansoni (modelo 1 — carbonos em verde) destacando
0s aminoacidos envolvidos em intera¢des de Van der Waals com os ligantes.

) Asp433

Alai3s

Asn368

Fonte: Laboratério de Fitoquimica, Unifal/MG.

Considerando a interagao dos ligantes com o modelo 2, com o qual se avaliou

a interacdo nas proximidades do sitio da ouabaina, observou-se que o composto FB9
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novamente € o que apresenta maior potencial de se ligar a essa regido por formar o
complexo de menor energia com a enzima. Como pode ser visto Figura 11 as poses
assumidas pelos trés compostos sdo bem particulares. Ao se comparar a pose dos
trés derivados com a assumida pela ouabaina, utilizando a posicéo por ela assumida
no sitio ativo da estrutura PDB 3A3Y, vé-se que 0 composto FB4 € o que mais se

assemelha em termos de regifes exploradas.

Diferentemente do que se observava nos complexos formados com o modelo
1, os complexos encontrados entre os derivados de eugenol e 0 modelo 2 se formam
pelo estabelecimento de ligacdes polares diversas entre eles, como pode ser visto na
Tabela 1. Para o composto FB1, € possivel a formacao de ligacdes de hidrogénio e
Van der Waals, considerando a pose assumida pelo composto no sitio estudado
(Figura 11A). Na regido onde ficou encaixada, a cadeia alilica do eugenol parece nao
contribuir para interacdes de Van der Waals com a enzima, o que poderia justificar a
alta energia de ligacdo encontrada para esse complexo e sua menor estabilidade. Em
FB4, o grupo nitrogenado na estrutura € que parece nortear o posicionamento do
ligante no sitio estudado, promovendo interacfes do tipo cation-pi e de hidrogénio
(Figura 11B). Nesse caso, 0 anel aromatico e sua cadeia alilica estdo circundados por
aminoécidos com que podem realizar interacdes de Van der Waals, o que também
pode ter contribuido para aumentar a estabilidade e consequentemente reduzir a
energia de ligacdo do complexo com a enzima. No complexo entre FB9 e modelo 2,
observa-se que, assim como em FB4, é o substituinte a mais que norteia o encaixe.
Nesse caso, o anel aromatico e a carbonila do éster podem realizar interacfes do tipo
empilhamento pi em T e ligacao de hidrogénio, respectivamente, com a enzima. Além
disso, é possivel também observar diferentes aminoacidos ao redor dos grupos de
caracteristica hidrofébica na estrutura, o que pode contribuir para uma boa interacéao

via ligacdes de Van der Waals.
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Figura 11 - Interac@o dos derivados de eugenol com a subunidade alfa da Na+-K+-ATPase de S.
mansoni (modelo 2). A) Representacdo em superficie da enzima e destaque (tracejado
vermelho) da regido de interacdo dos ligantes estudados. B) Representacdo em fita da
enzima e destaque (tracejado vermelho) da regido de interacédo dos ligantes estudados.
C) Destaque para regido de interacdo dos derivados eugendlicos (carbonos em branco) e
posicdo relativa a posicéo de interagdo da ouabaina (carbonos em verde) encontrada para
a estrutura PDB 3A3Y.

Fonte: Laboratorio de Fitoquimica, Unifal/MG.

Figura 12 - Interacdo dos derivados de eugenol FB1 (A), FB4 (B) E FB9 (C) (carbonos em branco) com
0 sitio da ouabaina na Na+ K+-ATPase de S. mansoni (modelo 2 — carbonos em verde).
Interagdo do tipo cétion-pi € mostrada como linha tracejada de cor amarela, ligagbes de
hidrogénio sdo mostradas como linhas tracejadas verdes e empilhamento pi em T é
mostrada como linha tracejada rosa.

\) G363
\ Tyr776
) g 11e306
Cysos
i he30

Gly310

Ile311

Thr7s7

Thr787
Val313

Leulls

Fonte: Laboratério de Fitoquimica, Unifal/MG.

Com base nesses estudos, ndo é possivel dizer com conviccdo qual é
realmente a regido de interacdo desses compostos com a enzima, nem mesmo se
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realmente interferem com alvo ou apenas com ele, por conta dos valores de energia
de ligacéo, que foram medianos. Pelos resultados de energia de ligacédo, ha uma maior
afinidade deles pelo sitio do ATP quando comparado com a regido de interacdo da
ouabaina no canal da enzima. Comparados com a ouabaina, a energia de ligacéo é
bem maior, 0 que mostra uma menor afinidade por essa regido em relacdo a esse

composto.

5.3 ANALISE BIOMOLECULAR

5.3.1 Avaliacdo da atividade do sistema excretor dos vermes adultos de S.
mansoni exposto aos derivados eugendlicos apds marcacdo com a sonda

Resorufina

A atividade dos derivados eugendlicos ante o sistema excretor dos parasitos foi
avaliada por meio de métodos moleculares utilizando a sonda Resorufina. Conforme
nossos resultados, apds a marcacdo com a sonda, fica evidente o funcionamento
normal do sistema excretor dos vermes adultos de S. mansoni nas imagens (FIGURA
13, imagem A) exposto apenas ao controle RPMI, onde pode ser observada a
fluorescéncia delimitada ao longo do parasito ao expulsar a sonda do organismo. Os
parasitos expostos ao PZQ 2 pg/ml (FIGURA 13, imagem E) apresenta um padrao de
fluorescéncia diferenciado, com emisséao de fluorescéncia difundida por todo o corpo,
indicando que o sistema excretor estava inativo. Estes resultados estdo em
conformidade com o trabalho de Couto et al. (2010) de avaliacdo da atividade do PZQ

em vermes adultos de S. mansoni susceptiveis e ndo susceptiveis a droga.

Nos parasitos expostos ao FB1, FB4 e FB9 (FIGURA 13, imagem B, C e D) o
resultado observado foi semelhante ao dos vermes expostos a PZQ, indicando que os
derivados eugendlicos também foram capazes de interferir na atividade do sistema

excretor, inativando-o, provavelmente por inibicdo da P glicoproteina.

Portanto, apos a marcacdo com a sonda p6de-se observar que os derivados
eugendlicos inibiram a atividade do sistema excretor dos parasitos. Este resultado

pode ser constatado pela difusdo da sonda em toda extenséo do parasito e a auséncia
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de fluorescéncia ao longo do sistema excretor; sistema pelo qual normalmente estaria
ativo expulsando a sonda do organismo (FIGURA 13).

Figura 13 - Marcacéo de danos no sistema excretor de vermes adultos pela sonda Resorufina

Legenda: A: verme adulto macho exposto ao RPMI com marcacéo fluorescente. B: verme exposto ao

FB1. C: fémea exposta ao FB4. D: macho exposto ao FB9. E: casal de vermes exposto ao
PZQ (controle positivo) com marcacao fluorescente difundida por todo organismo do
parasito. Ambos os derivados eugendlicos com seus respectivos ED1oo.

Fonte: da autora
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Haja vista a importancia que o sistema excretor e o tegumento do verme adulto
de S. mansoni apresentam frente ao mecanismo de escape do parasito (SATO et al.,
2004; VAN HELLEMOND et al., 2006), analisar se o composto testado os compromete
de alguma maneira se torna pertinente. Neste contexto, os marcadores moleculares
surgem como ferramentas para comprovar possiveis alteracdes e danos nestas
estruturas. Castro et al. (2016) demonstraram a atividade terapéutica in vitro contra
vermes adultos do S. mansoni dos extratos, fracBes e principais alcaléides de
piperidina substituidos com 3-hidroxi-2,6-dialquil das flores de Senna spectabilis, onde
verificaram efeitos toxicos, incluindo paralisia dos vermes adultos, inibicdo da

atividade secretora, lesdes tegumentares e atividade cercaricida.

5.3.2 Avaliacdo de danos no tegumento de vermes adultos expostos aos

derivados eugendlicos in vitro usando a sonda Hoechst 33258

Observou-se que os derivados eugendlicos, tiveram acao no tegumento dos
vermes adultos provocando lesdes. Tal resultado pode ser comprovado pela intensa
fluorescéncia emitida pela sonda nas regides danificadas (FIGURA 14). Na figura A
podemos observar que ndo ha marcacao fluorescente indicando que a integridade da
membrana dos parasitos incubados o meio RPMI-1640 estdo preservadas. As
imagens 14 B, C e D ilustram os parasitos expostos ao FB1l, FB4 e FB9,

respectivamente.

Os parasitas incubados com o PZQ (FIGURA 14 — E), apresentaram forte
fluorescéncia em toda sua extensédo, o que vai de encontro com os achados de Cioli
et al. (2014) a respeito do seu mecanismo de acdo (modificacbes superficiais no
tegumento). Nas trés imagens (B, C e D) houve marcacéo fluorescente comprovando
gue tais substancias causam lesdes no tegumento dos vermes adultos de S. mansoni,
sobretudo quando se compara ao farmaco modelo — PZQ. Este resultado corrobora
com as lesdes tegumentares observadas nas andlises anteriores pelo microscopio
invertido, onde via-se bolhas no tegumento, que por sua vez, indicava lesdo. Em um
outro momento, Couto et al. (2010) mostraram por meio da sonda Hoechst 33258 que
0 PZQ causa intenso dano tegumentar aos parasitos, corroborando assim, com 0sS

dados mostrados no nosso trabalho.
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Figura 14 - Marcacao de lesdes de tegumento pela sonda Hoechst 33258

A

Fonte: da autora

Legenda: A: casal incubado com o0 meio RPMI-1640. B: casal incubado com FB1. C: casal
exposto ao FB4. D: macho exposto ao FB9. E: casal exposto ao PZQ com
marcacao fluorescente em toda sua extensao. Ambos os derivados eugendlicos
com seus respectivos ED1oo.

A sonda Hoechst 33258 possui perfil hidrofilico e somente emite fluorescéncia

guando consegue se ligar ao DNA das células. Portanto, para que isto ocorra, é
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preciso haver danos/lesdes no tegumento do parasito, para que assim, a sonda
consiga se difundir e emitir fluorescéncia. Dessa forma, esta sonda € caracteristica

por ser um parametro de avaliacdo da integridade da membrana (COUTO et al., 2010).

Ja foi descrito na literatura a hipotese de que as alteracées morfoldgicas que
uma substéncia é capaz de causar no parasita, sobretudo na membrana
sarcoplasmatica e no tegumento do verme, possam ser acompanhadas por um
aumento da exposicdo a antigenos na superficie do mesmo. Por sua vez, essas
alteracdes foram identificadas atraves do auxilia de diferentes técnicas qualitativas e
conectadas a resposta imune do hospedeiro. Diante disso, o tegumento dos vermes
adultos tem sido atraente alvo no desenvolvimento de novas substancia
esquistossomicidas (MANNECK et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014).

Diante do exposto, comprova-se que além de provocar danos no sistema
excretor, os derivados eugendlicos danificam consideravelmente o tegumento do

verme adulto.

Por se tratar de seres eucariontes, tanto os parasitos quanto seus hospedeiros
compartiiham de diversas caracteristicas bioquimicas e moleculares. Do ponto de
vista de prospeccdo de farmacos, este fato se configura como um obstaculo para
pesquisadores que atuam na area. Uma das razdes para tal € que se deve ter em
mente a limitacdo de encontrar prot6tipos que sejam simultaneamente eficazes contra

0 parasito, mas néo toxicos para os seres humanos (WINK, 2012).

5.4 ANALISE DO DANO TEGUMENTAR INDUZIDO POR DERIVADOS
EUGENOLICOS

Conforme indicado pelas imagens MEV (FIGURA 15), todos os derivados
eugendlicos (FB1, FB4 e FB9) avaliados tinham um efeito toxico dose dependente no
tegumento dos vermes adultos de S. mansoni. Alteracbes n&o-microestruturais,
alteracdes nos sulcos, tubérculos e espiculas foram observadas no tegumento em
vermes tratados com FB1, FB4 e FB9 em 62, 41 e 100 ug / mL, respectivamente. Nas
doses abaixo do EDso (FB1 D1 E D2; FB4 D1 E D2; FB9 D1 E D2, vide TABELA 2)

foram observadas a reducdo ou desaparecimento de espiculas, achatamento de
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tubérculos e bandas de contracdo tegumentar. Em doses acima do EDso (FB1 D3 E
D4; FB4 D3 E D4; FB9 D3 E D4), os tratamentos induziram dano tecidual acentuado,
evidenciado como o colapso completo dos tubérculos, o desaparecimento de
espiculas e ranhuras tegumentares. Adicionalmente, erosdo tegumentar foi
identificada em vermes expostos a dose alta de FB4 (80 ug / mL). Nao foi observado
nas imagens do grupo controle diferenca em relacdo as doses mais baixas do

tratamento (dados ndo mostrados).

Apesar da utilidade da microscopia 6ptica invertida para avaliar os efeitos das
substancias testadas sobre os vermes adultos de S. mansoni, a mesma nao permite
detalhar modificacbes tegumentares no parasita. Neste estudo, uma andlise
qualitativa sobre o dano tegumentar das amostras no tratamento in vitro feita através
da microscopia eletronica de varredura (MEV) e assim foi possivel demonstrar os
danos causados nesta estrutura t&o importante para o parasita. E sabido que o MEV
€ emprego por varios estudiosos na tentativa de elucidar o mecanismo de acéo de
drogas/compostos usados no tratamento experimental da esquistossomose
(OLIVEIRA et al., 2014).
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Figura 15 - Fotomicrografias eletrbnicas de varredura de vermes adultos de Schistosoma mansoni
tratados com diferentes doses de derivados eugendlicos. Imagens representativas do final

das 192h (periodo de observacao) apds o contato dos parasitos com diferentes doses de
FB1, FB4 e FB9.

Legenda: Cabeca e seta: Tubérculos com espiculas. Seta: Bandas de contracéo. Asterisco: Tubérculos

colapsados em degeneracao. Estrela: Erosdo do tegumento. FB1 e FB4, perda completa dos
sulcos do tegumento a partir da dose 3 (d3).
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6 CONCLUSAO

Através dos nossos dados, foi possivel observar com base nos parametros
parasitolégicos analisados, por meio de ensaios in vitro e in silico, que os derivados
eugendlicos apresentam atividade esquistossomicida contra os vermes adultos de S.
mansoni, linhagem LE. Nesta perspectiva, podemos levantar algumas hipoteses sobre

0 mecanismo de acado das amostras avaliadas, como por exemplo:

1. Através da analise da motilidade, tem-se a hipétese da acdo das amostras
sobre S. mansoni;

2. Através da andlise do acasalamento e da oviposicdo, nossas amostras
podem ter atuado suprimindo a oviposicao da eliminacdo de ovos;

3. Pode ter ocorrido atuacédo sobre o tegumento dos parasitas, ocasionando
lesbes estruturais, e consequentemente, a morte dos vermes;

4. Pode ter ocorrido atuagdo sobre o sistema excretor dos vermes de S.
mansoni, comprometendo a expressdao de proteinas de transportes,
responsaveis pela excrecao de farmacos e metabdlitos do parasita;

5. Pode ter havido inibi¢cdo, em algum momento, do canal de sédio, no entanto,
ndo h& nada conclusivo. Ha a possibilidade de nossas amostras terem

atuarem no alvo, mas nao de forma seletiva.

Finalmente, pode-se concluir que os derivados eugendlicos atuam sobre o
parasito de forma mais ativa quando atuam no tegumento dos vermes adultos do S.
mansoni, pois, tanto na microscopia eletrénica de varredura, quanto na microscopia
de fluorescéncia observou-se nitido efeito danoso, demonstrando, finalmente, que os
derivados eugenolicos causam lesdo nessa estrutura tdo importante para o parasita,
0 gque por sua vez pode ter ocasionado em todos os outros efeitos mencionados neste
trabalho, bem como a influéncia na motilidade, no acasalamento e oviposi¢cdo e

finalmente na morte dos parasitas.
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